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I. GENERALITES SUR LA TUBERCULOSE 
 
1. Etat des lieux sur la tuberculose 
 
Loin de l’optimisme des années 70 après le succès remporté par la prévention et 
l’antibiothérapie, la tuberculose a connu une recrudescence ces dernières décennies au cœur 
même des pays industrialisés. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que près 
d’un tiers de la population mondiale est infectée par Mycobacterium tuberculosis (M. 
tuberculosis), agent causal de la maladie (www.who.int/docstore/gtb/publications/ttgnp/-
PDF/2003.313.pdf). La cartographie mondiale de la répartition de la pandémie réalisée en 
1999 par le même organisme, indique que la moitié de tous les cas de tuberculose se 
rencontrent en Chine, en Asie du Sud-est, en Inde et en Afrique Sub-Saharienne. Cette 
dernière compte le plus de cas par pays. Bien que la plupart des individus infectés ne 
présentent pas les signes cliniques de la maladie, on compte environ 8 millions de nouveaux 
cas et 2 millions de décès chaque année à travers le monde. La recrudescence de la 
tuberculose est la résultante de divers facteurs parmi lesquels, la dégradation des conditions 
socio-économiques (la pauvreté, la désorganisation et/ou l’inexistence d’infrastructure 
sanitaire dans les pays en proie à de graves crises économiques ou à des troubles civils) et la 
co-infection avec le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) avec une estimation de 
248 000 cas de décès en 2004 (OMS global report 2006). 
En 1993, l’OMS déclare la tuberculose « urgence naturelle » et adopte une nouvelle 
stratégie appelée DOTS (Directly Observed Therapy, Short Course) autour de  laquelle doit 
s’articuler la lutte antituberculeuse. Avec cette stratégie, les pays s’engagent alors à une 
standardisation du dépistage, de la chimiothérapie et à l’enregistrement des données. Ces 
actions ont pour but d’augmenter le taux de guérison, de diminuer la transmission de 
l’infection et de prévenir le développement de la tuberculose pharmacorésistante. Depuis 
l’introduction de cette stratégie, des résultats importants ont été obtenus aussi bien dans la 
détection des cas de tuberculose que dans le traitement (Global Tuberculosis Control WHO, 
2007). Le taux de dépistage des nouveaux cas de tuberculose à germe positif est passé avec le 
programme DOTS de 11 % en 1995 à 28 % en 2000 et s’est depuis accéléré  pour atteindre 60 
voire 70 % en 2005 dans certaines régions. Cependant lorsque l’on s’intéresse à toutes les 
formes de tuberculose, le dépistage est estimé à 53% à l’échelle mondiale. Pour ce qui est du 
succès thérapeutique, le programme a permis de guérir 84% des nouveaux cas de tuberculose 
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à frottis positif dépistés en 2004. Malgré ces réalisations, la tuberculose reste une 
problématique de santé publique car ces statistiques ne prennent pas en considération les 
individus sous traitement en dehors des programmes DOTS ou simplement sans soins dans les 
pays en voie de développement.  
 L’augmentation de l’incidence des cas de tuberculose (TB) est également liée à 
l’apparition des souches MDR (MultiDrug Resistant). Ce sont des bacilles résistants au moins 
à deux des antibiotiques de première ligne dont l’isoniazide et rifampicine. En 2004, le 
nombre de cas MDR-TB était deux fois supérieur à ce qui avait été enregistré en 2000 et 
représentait 4,3% des nouveaux cas et de cas précédemment traités (Zignol et al., 2006). A 
cette problématique venait se rajouter dans les années 2005 le cas des souches dites XDR-TB 
(Extensively Drug Resistant Tuberculosis). Ce sont des souches qui résistent à au moins deux 
des antibiotiques de première ligne (Rifampicine et Isoniazide) en association avec une 
fluoroquinolone et à au moins un des médicaments de seconde ligne (Capréomycine, 
Kanamycine et Amikacine). Les XDRs posent, en plus des difficultés d’association des 
différents médicaments et de la forte toxicité liées à l’usage de médicaments de seconde ligne, 
un problème de résistance. Ces souches sont présentes dans toutes les régions avec une 
proportion plus importante dans les régions de l’ex-URSS. En Afrique du Sud, dans la seule 
région de Tugela Ferry, les cas de XDR représentent prés d’un quart des MDR-TB identifiés 
en 2005. L’autre particularité des souches XDRs est qu’en coinfection avec le VIH, la 
fréquence de mortalité se voit dramatiquement augmentée. 
Le programme DOTS reste alors insuffisant pour faire face à la coexistence du VIH, à 
l’apparition de souches multirésistantes et aux exigences formulées par le MDG (Millenium 
Development Goal). Ainsi des approches complémentaires ont vu le jour avec la nouvelle 
stratégie « Halte à la Tuberculose » adoptée en 2005 par l’OMS. Cette stratégie vise à réduire 
de moitié la prévalence et les cas de décès dus à la tuberculose par rapport à 1990 avec deux 
défis prioritaires : le TB/VIH et le MDR-TB. Les efforts sont ciblés sur des populations à 
risque, habitants des bidonvilles, prisonniers, drogués, migrants, ainsi que chez les 
diabétiques. 
 Face à une menace aussi importante, il s’avère nécessaire de poursuivre et d’intensifier 
la lutte conformément aux recommandations de l’OMS en associant d’avantage le volet 
sensibilisation aux thérapies actuelles pour diminuer autant que possible la fréquence 
d’apparition auprès des populations les plus défavorisées. Toutefois, la recherche de nouvelles 
cibles thérapeutiques pour le développement de nouveaux antituberculeux reste un axe majeur 
à promouvoir pour éviter le recours aux médicaments de seconde ligne d’efficacité moindre et 
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de coût élevé dans les cas de résistance. Un des objectifs est de raccourcir la durée du 
traitement de la tuberculose en général. 
 
1.1. L’agent infectieux 
 
Le genre Mycobacterium comprend des bactéries Gram positif aérobies et représente 
le seul membre de la famille des Mycobacteriaceae dans l’ordre des Actinomycétales et au 
sous-ordre des Corynebacterineae. Il forme avec les genres Nocardia, Rhodococcus et 
Corynebacterium un groupe bactérien appelé mycolata en référence à la composition en 
acides mycoliques de leur paroi mais desquels il se différencie par : i) des acides mycoliques 
de taille plus longue, entre 60 et 90 atomes de carbones, ii) le contenu en G+C de leur 
matériel génétique (61-71%) (Levy-Frebault et Portaels, 1992). En fonction de leur temps de 
génération, on distingue deux grands groupes : celui des mycobactéries à croissance rapide, 
dont certaines espèces sont pathogènes (Mycobacterium. abscessus, M. porcinum, M. 
senegalense, M. fortuitum, M. chelonae et M. peregrinum) et d’autres ne sont pas pathogènes 
(M. smegmatis, M. phlei,…), et le groupe des espèces à croissance lente, pathogènes en 
général. 
Le genre Mycobacterium, bien que célèbre par M. tuberculosis, renferme également 
d’autres espèces appelées mycobactéries atypiques (par opposition à M. tuberculosis) ou non 
tuberculeuses (NTM, Non Tuberculous Mycobacteria) isolées de l’environnement, de l’eau, 
du sol et des animaux. On peut également distinguer chez les mycobactéries des espèces 
appelées pathogènes opportunistes par analogie à leur capacité à causer des dommages 
pulmonaires et/ou extrapulmonaires importants chez des sujets immunodéprimés (patients 
HIV positif), sous chimiothérapie anticancéreuse ou lors des transplantations d’organes. De 
ces espèces, la plus fréquemment impliquée est M. avium qui forme avec M. intracellulare, le 
complexe M. avium (MAC). A coté du MAC, on a des espèces appartenant au complexe M. 
tuberculosis qui regroupe M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. pinnipedii 
et M. caprae. Elles sont responsables de tuberculose chez l’homme et chez d’autres 
mammifères. Les espèces du complexe M. tuberculosis se caractérisent également par son 
homogénéité d’un point de vue génétique (Cole et al., 1998; Sreevatsan et al., 1997). 
 M. tuberculosis est un bacille de 0,3-0,6 µm de large sur 1-4 µm de long. Il a été mis 
en évidence pour la première fois par Koch (1882) (Figure 1). C’est une bactérie aérobie 
stricte et parasite de l’homme. Le séquençage du génome en 1998 par Cole et al, a révélé la 
présence de plus de 4000 séquences génétiques codantes. 




Figure 1 : Image de microscopie électronique de M. tuberculosis (www.sunysb.edu/icbd/icbdd/images-
/onfectious2.jpg) 
 
1.2. Les tuberculoses 
 
Bien que la tuberculose pulmonaire soit l’infection la plus connue et la plus courante, 
les pathologies humaines causées par M. tuberculosis peuvent prendre d’autres formes : les 
inflammations ganglionnaires, les formes cutanées et disséminées. Il ne sera détaillé ici que la 
tuberculose pulmonaire. 
 
1.2.1 La tuberculose pulmonaire 
 
* Physiopathologie de l’infection 
 
La tuberculose est une maladie pulmonaire dans plus de 85 % des cas. La voie 
principale de transmission interhumaine de la tuberculose est l’inhalation d’aérosols infectés 
par M. tuberculosis. D’un point de vue chronologique on distingue la primo-infection, la 
phase de latence et la phase d’infection secondaire selon les patients. La phase de latence et 
l’infection secondaire sont des événements dont la durée et la survenue dépendent de l’état du 
système immunitaire du patient en question. Si le « poids » de l’âge, la co-infection avec le 
virus du SIDA, les traitements faisant usage d’immunosuppresseurs et la malnutrition sont 
connus pour provoquer un déséquilibre de la balance immunologique vers une réactivation, ce 
passage de la tuberculose latente à une infection secondaire reste sujet à controverse. La 
persistance et la réactivation ne seront alors pas détaillées dans cette partie.  
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* La primo-infection 
 
Les mycobactéries inhalées vont être transportées à travers la cavité pulmonaire 
jusqu’aux alvéoles où elles sont phagocytées par un certain nombre de cellules phagocytaires 
dont les macrophages (Figure 2). Il est aussi possible que les bacilles soient initialement 
ingérés par les pneumocytes de type II (cellules épithéliales alvéolaires). Après une courte 
période d’un état asymptomatique, le devenir de l’infection va dépendre de la capacité du 
système immunitaire du sujet à contrôler ou pas la prolifération du bacille. Dans des 
circonstances normales, pour environ 90% personnes infectées, l’infection ne conduira pas à 
la maladie (McMurray et al., 1996; Russell, 2001). 
L’internalisation du bacille dans le macrophage va induire une réponse pro-
inflammatoire locale qui va permettre le recrutement de cellules mononuclées pour contenir 
l’infection (Russell, 2001). Les macrophages sont dotés, en plus de leur fonction 
phagocytaire, de fonctions bactéricide et sécrétoire qui sont essentielles dans la réponse 
immunitaire et inflammatoire anti-infectieuse. L’activation du phagosome résulte 
normalement en une série d’évènements devant conduire à la mort du microorganisme 
englouti. Ces événements incluent (i) une acidification progressive du phagosome due à 
l’activité de la pompe à proton ATPase, (ii) la fusion phagosome-lysosome devant conduire à 
l’activation d’enzymes protéolytiques, (iii) l’induction d’espèces réactives de l’oxygène et 
d’intermédiaires azotés et (iv) le « processing » des antigènes. De façon paradoxale, les 
mycobactéries sont capables de survivre et de se multiplier dans le macrophage. Une fois le 
macrophage lysé, les bacilles sont libérés dans le milieu et vont infecter d’autres macrophages 
(Fenton et Vermeulen, 1996). 
Cette infection cyclique est sous le contrôle du système immunitaire. En effet, le 
macrophage en réponse à ces différentes rencontres va produire de nombreux médiateurs 
(Sadek et al., 1998; Trinchieri, 1997) qui vont signaler l’infection. Grâce aux chimiokines 
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), MPI-1 (Monocyte Inflamatory Protein-1) et les 
RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted), ils vont 
alerter et recruter les autres cellules du système immunitaire. 
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Figure 2 : Physiopathologie de l’infection par M. tuberculosis et mécanismes immunitaires sous-jacents 
(Kaufmann and McMichael, 2005)  
Le bacille de la tuberculose M. tuberculosis infecte l’homme par inhalation de gouttelettes contenant des 
bacilles. Trois cas de figure peuvent se présenter: (i) soit le bacille est éradiqué immédiatement par le 
système immunitaire pulmonaire (cas rare voire inexistant), (ii) soit l’infection est transformée en 
tuberculose (cas des sujets immunodéprimés, coinfection avec le VIH…). (iii) soit l’infection ne se 
transforme pas immédiatement en maladie et le bacille est confiné dans le granulome. Après inhalation, 
les bacilles sont phagocytés par les macrophages et cellules dendritiques. Ces cellules présentent les 
antigènes mycobactériens à différentes populations de lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques 
drainants. Les lymphocytes T CD4+, CD8+, les cellules Tγδ, les cellules T restreints par le CD1, jouent un 
rôle dans la protection contre la tuberculose. Les cytokines sécrétées activent les macrophages et la lyse 
des cellules infectées se fait grâce à la perforine et la granulysine sécrétées par les cellules T. 
 
Ces mêmes cellules assurent également une fonction de cellules présentatrices 
d’antigènes mycobactériens et déclenchent une expansion clonale de cellules lymphocytaires 
capables de reconnaitre les mycobactéries (van Crevel et al., 2003). Les phagocytes 
mononucléaires sont surtout capables de sécréter des cytokines, IL-12 (Interleukine-12), IL-
10 et aussi IL-18 qui vont influencer la réponse des cellules T. L’IL-12 seule et/ou en 
synergie avec IL-18 polarisent les cellules T vers une réponse de type TH-1 (Trinchieri, 
1997). Ces résultats ont été confirmés par des études comparatives de la production et 
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d’expression de cytokines dans les lavages broncho-alvéolaires et dans les tissus entre patients 
tuberculeux et sujets sains (Aubert-Pivert et al., 2000; Schwander et al., 2000). 
En réponse à cette activation, les cellules T produisent l’interféron γ (INF-γ), essentiel 
dans la défense immunitaire contre M. tuberculosis et le facteur nécrosant tumoral alpha 
(TNF-α). En effet l’INF-γ, principalement sécrété par les cellules T mais aussi par les 
macrophages, est le facteur majeur d’activation des macrophages souvent associé à la 
production de l’oxide nitrique (NO) par la nitrite oxide synthase (NOS) (Flynn and Ernst, 
2000; Ma et al., 2003). Sa sécrétion va stimuler le macrophage à produire d’avantage d’IL-12. 
Le TNF-α agit en synergie avec l’INF-γ dans l’activation mais assure un rôle dans la 
structuration du granulome. Ils peuvent également exercer une activité cytotoxique grâce à 
leur capacité à sécréter de la granulisine et de la perforine (Stenger et al., 1998). 
L’activation du macrophage, en plus du recrutement de différentes cellules 
immunitaires (monocytes circulants et neutrophiles qui vont se différencier en macrophages et 
cellules dendritiques et des lymphocytes T), va aboutir à la formation du granulome. Le 
granulome est une structure organisée caractérisée par la présence de macrophages activés, de 
cellules épithélioïdes, de « foamy » macrophages avec des cellules lymphocytaires à la 
périphérie (Cosma et al., 2003). Une autre caractéristique remarquable du granulome est la 
présence de nécroses caséeuses dans les cas d’infection de l’homme, du lapin et du cochon 
d’Inde alors que dans les cas d’infection expérimentale de souris, elle n’a jamais été observée 
(Dannenberg, 1994; McMurray et al., 1994). C’est à ce stade que la transmission 
interindividuelle peut se produire par voie orale suite à la libération de gouttelettes liquéfiées 
contenant des bacilles. Bien qu’étant la première ligne de défense cellulaire, le macrophage 
est également le premier site de réplication du bacille et pourrait favoriser la dissémination. 
En effet, les travaux de divers auteurs (Dannenberg, 1993; Leemans et al., 2001; Teitelbaum 
et al., 1999) ont mis clairement en évidence le rôle des macrophages dans la dissémination du 
bacille vers d’autres organes. 
 
* Le pouvoir bactéricide du macrophage et la survie intramacrophagique. 
 
Les macrophages sont des producteurs potentiels d’espèces réactives d’azote tel le NO 
en réponse à des signaux immunostimulateurs (Nathan et Shiloh, 2000). Cependant les études 
de Voskuil et al. (2003) portant sur le profil d’expression des gènes induits à différentes doses 
de NO montrent que le NO, à dose non toxique, participe à la persistance. De façon parallèle, 
il a été montré par d’autres auteurs  que l’augmentation de l’expression des gènes de 
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« dormance » requiert la nitrite oxide synthase (NOS) (Schnappinger et al., 2003). En effet 
selon le modèle proposé par Voskuil et al. (2003), la production de NO et l’hypoxie se 
combinent pour inhiber la respiration aérobie et la multiplication de M. tuberculosis. Pour 
survivre dans le phagosome, le bacille est capable de développer différentes stratégies pour 
contourner le sort des microorganismes phagocytés. 
 Un des mécanismes importants de défense est le blocage de la maturation du 
phagosome en empêchant la fusion phagosome-lysosome (Armstrong and Hart, 1971). Cet 
arrêt de maturation du phagosome est un processus complexe dans lequel les molécules 
mycobactériennes, notamment le lipoarabinomannane (LAM) interfère avec le système de 
signalisation cellulaire (Chua et Deretic, 2004; Fratti et al., 2001; Fratti et al., 2003). En effet, 
la phagocytose des billes de latex « coatées » par du LAM, en particulier le 
lipoarabinomannane mannoside (ManLAM) se traduit par une réduction de l’acquisition de 
marqueurs d’endosomes tardifs et une inhibition de l’acidification du phagosome comme 
c’est le cas avec M. tuberculosis (Fratti et al., 2001). L’arrêt de la maturation du phagosome 
est au moins en partie causé par l’inhibition du flux calcique par le ManLAM (Rojas et al., 
2000) et par M. tuberculosis (Malik et al., 2000, 2001). Le criblage de mutants de M. 
tuberculosis déficients dans l’arrêt de maturation du phagosome (Pethe et al., 2004) montre 
que le blocage de la maturation du phagosome relève d’un processus multifactoriel. Les 
travaux sur le mutant ∆pknG de M. bovis BCG sont en faveur de l’utilisation par les 
mycobactéries pathogènes des signaux de transduction ressemblants à celle de l’hôte pour 
moduler les voies de signalisation de l’hôte (Walburger et al., 2004). 
 
1.2.2 Les récepteurs des cellules hôtes 
 
Pour coloniser les tissus pulmonaires et développer des stratégies pour s’y multiplier, 
le bacille de la tuberculose doit être internalisé par la cellule hôte. Ces stratégies peuvent être 
mises en place dès l’entrée dans la cellule hôte. La phagocytose des bacilles est réalisée 
principalement par les macrophages et les cellules dendritiques. Cependant, les bacilles ont 
aussi la possibilité d’interagir avec d’autres types cellulaires tels que les monocytes et les 
cellules épithéliales pulmonaires. Cette interaction hôte-pathogène met en jeux différents 
récepteurs (Figure 3) dont l’expression est variable en fonction du type cellulaire et du stade 
de développement de l’infection. 
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Figure 3 : Représentation schématique de différents récepteurs de la cellule phagocytaire impliqués dans 
la reconnaissance et/ou la phagocytose de M. tuberculosis. Les différents récepteurs susceptibles d’être mis 
en jeu lors de la phagocytose du bacille: CR (Récepteur au Complément), MR (Récepteur au Mannose), 
les Toll like récepteurs. Les différents ligands sont : PIM (Phosphatidyl-inosytol mannoside) LAM 
(Lipoarabinomannane), SP-A (Protéine A du surfactant pulmonaire) (Aubery, 2001). 
 
* Cas des cellules phagocytaires 
 
- Le récepteur au complément (CR) 
 Dans les phagocytes, il existe trois types de récepteurs au complément notés : les 
récepteurs au complément (CR) de type 1, 3 et 4 (CR1, CR3 et CR4) (Figure 3) dont le plus 
connu est le CR3. 
Le CR3 (CD11b/CD18) ou αMβ2 est un récepteur du macrophage qui intervient dans près de 
50% des cas de liaison M. tuberculosis en présence ou en absence d’opsonisation par le sérum 
(Melo et al., 2000). C’est un récepteur de la famille des intégrines de types β2 exprimé 
majoritairement sur la membrane des monocytes, macrophages et neutrophiles. Le CR3 est 
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une glycoprotéine transmembranaire constituée de deux chaines αM (CD11) et β2 (CD18) 
liées de façon covalente. La chaine αM (CD11) présente un site de liaison appelé domaine I 
« insert domain » situé dans sa partie N-terminale et capable de lier le C3bi du complément, 
produit d’activation du C3. L’activation du complément C3 est importante dans la 
phagocytose de M. tuberculosis. Il a en effet été montré que la phagocytose de M. 
tuberculosis augmente fortement dans le sérum suite à l’activation du complément 
(Schlesinger, 1998). Dans le sérum, la protéine 2a peut cliver le C3 de façon indépendante de 
la voie des compléments C1 et C4b et donner le C3b et C3bi qui vont opsoniser la 
mycobactérie (Schorey et al., 1997). Le domaine de liaison du C3bi est également nécessaire 
pour la liaison au CR3 de protéines de la matrice extracellulaire  et de facteur de 
reconnaissance. Grâce à l’utilisation de d’anticorps qui bloquent la liaison C3bi ou de 
peptides mimétiques (Ross et al., 1985; Wright et al., 1989) un second domaine responsable 
de la phagocytose non opsonique est mis en évidence. Ce domaine se situe dans la partie N-
terminale de la chaine αM et il est capable de lier des polysaccharides grâce à sa partie lectine 
(Thornton et al., 1996b). M. tuberculosis peut être phagocyté de façon non opsonique suite à 
la liaison du glucane mycobactérien au niveau de ce site (Cywes et al., 1997). Etant donnée 
l’importance de ce composé à la surface de la mycobactérie, l’entrée dans les phagocytes via 
le glucane peut être déterminante, notamment  du point de vue de la charge bactérienne de la 
cellule hôte. 
 
- Le récepteur au mannose (MR) 
 Le récepteur au mannose est une protéine à deux domaines, un domaine « collagen-
like » et un domaine de liaison des oligosaccharides (CRD, Carbohydrate Recognition 
Domain) qui reconnait les polysaccharides fortement mannosylés de la surface de M. 
tuberculosis. Les différents ligands connus du récepteur au mannose sont : le 
lipoarabinomannane (LAM) (Figure 3) et des mannoprotéines. Le récepteur au mannose est 
exprimé à la surface des macrophages et des cellules dendritiques mais pas des monocytes. Le 
MR permet de charger des molécules de LAM mycobactériens sur CD1b pour la présentation 
aux lymphocytes T. A la différence des récepteurs au complément, les MRs des macrophages 
permettent la phagocytose des souches virulentes H37Rv et Erdman mais pas celle de la 
souche avirulente H37Ra (Schlesinger, 1993; Schlesinger et al., 1994). A la différence de 
l’AraLAM de M tuberculosis qui se lie au récepteur au mannose, celui de M. smegmatis n’est 
pas un ligand du récepteur au mannose (Schlesinger et al., 1994). Le nombre et la longueur 
des coiffes semblent importants dans la capacité des différents types de LAM à se lier aux 
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récepteurs. La liaison du ManLAM au MR des macrophages entraine une inhibition de la 
production de l’IL-12 (Nigou et al., 2001). Le fait que la phagocytose dépendante du 
récepteur au mannose conduise à un processus anti-inflammatoire et qu’elle ne soit pas 
couplée à l’activation de NADPH oxidase (Astarie-Dequeker et al., 1999), serait en faveur de 
l’utilisation préférentielle de la liaison ManLAM au MR dans le macrophage par M. 
tuberculosis. 
 
- Les Toll like Receptors (TLRs) 
Ils appartiennent à une famille de protéines transmembranaires connue pour la 
détection de ligands microbiens et l’initiation du processus inflammatoire. En 1999, différents 
auteurs (Brightbill et al., 1999; Means et al., 1999; Underhill et al., 1999) ont mis en évidence 
le rôle de TLR2 dans la reconnaissance de M. tuberculosis par le macrophage (Figure 3). 
Différents composés de la surface des mycobactéries tels que les lipoprotéines, le complexe 
acide mycolique-arabinogalactane-peptidoglycane, les lipides et AraLAM mais pas le 
ManLAM sont des ligands de TLR 2. 
 
- Les protéines du surfactant pulmonaire 
Il existe quatre protéines (Sp-A, Sp-B, Sp-C, Sp-D) du surfactant pulmonaire qui sont 
des lectines de type C appartenant à la famille des collectines. Parmi ces quatre protéines 
seules deux (Sp-A, Sp-D) interviennent dans la régulation de l’opsonisation, de la 
phagocytose et  l’agglutination des microorganismes sur le tractus pulmonaire. Sp-A 
augmente la phagocytose de M. tuberculosis de façon opsonique et non opsonique (Downing 
et al., 1995; Gaynor et al., 1995; Pasula et al., 1997) alors que Sp-D réduirait la phagocytose 
par liaison avec le LAM de M. tuberculosis, inhibant ainsi l’interaction du pathogène avec le 
récepteur au mannose (Ferguson et al., 1999). 
 
- Autres récepteurs et ligands pour la phagocytose de M. tuberculosis 
 Les CRs et MRs sont les récepteurs majeurs qui interviennent dans la phagocytose par 
les phagocytes mononucléaires. Il existe d’autres récepteurs dans la phagocytose de M. 
tuberculosis agissant seul ou en association avec le CR, les TLRs et/ou le MR. Une des 
molécules qui entraine l’activation cellulaire par la voie des TLRs est le CD14. Ce sont des 
molécules de surface à ancre glycosylphosphatidylinositol présentes dans les granulocytes, 
monocytes et macrophages. Les CD14 interviennent dans la phagocytose de M. tuberculosis 
de façon non opsonique par les cellules microgliales humaines (Peterson et al., 1995), la 
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liaison de M. bovis aux macrophages alvéolaires de porc (Khanna et al., 1996), mais pas 
l’entrée de M. tuberculosis dans les macrophages humain (Shams et al., 2003). In vivo une 
étude comparative utilisant des souris sauvages et déficientes pour le CD14 a mis en évidence 
leur rôle dans la réponse inflammatoire et la mortalité suite à une infection par M. 
tuberculosis (Wieland et al., 2008). 
Le recepteur « scavenger » de classe A, intervient dans la liaison de façon non 
opsonique de M. tuberculosis aux macrophages in vitro (Zimmerli et al., 1996). Ces auteurs 
mettent également en évidence l’importance de ce type de récepteur à coté des récepteurs au 
mannose et ceux du complément.  
 
* Cas des cellules non phagocytaires 
 
DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific IAM-3-Grabbing Non Integrin) est une lectine de 
type C, capable de reconnaitre différents pathogènes dont le VIH et M. tuberculosis. 
Initialement présenté comme récepteur des cellules dendritiques (Tailleux et al., 2003), un 
travail plus récent des mêmes auteurs, montre que l’expression de DC-SIGN est induite dans 
les macrophages de lavages broncho-alvéolaires de patients tuberculeux alors qu’il ne l’est 
pas chez les sujets sains (Tailleux et al., 2005). Les différents ligands de DC-SIGN sont le 
LAM, le lipomannane, l’arabinomannane et l’antigène de 19kDa (Geijtenbeek et al., 2003; 
Maeda et al., 2003; Tailleux et al., 2003). 
 
Le grand nombre de ligands de M. tuberculosis impliqués dans l’interaction avec les 
phagocytes mononucléaires et les phagocytes non professionnels, l’expression et/ou le rôle 
des récepteurs en fonction des tissus, du degré de différenciation des cellules et la présence de 
médiateurs inflammatoires, offriraient à la bactérie une grande flexibilité d’adaptation. 
L’implication des différentes classes récepteurs dans la phagocytose augmente la possibilité 
de coopération de ces derniers pour moduler les voies de signalisation qui médient les 
réponses cellulaires précoces de l’hôte. 
 
1.2.3 La vaccination : BCG et les nouvelles stratégies vaccinales 
 
Les premiers efforts de prévention sont basés sur l’utilisation de la vaccination par le 
bacille de Calmette et Guérin (BCG), souche atténuée dérivant de M. bovis. Depuis sa mise en 
service en 1921, la vaccination par le BCG reste très largement répandue à travers le monde. 
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La protection conférée par le BCG est une prévention primaire qui consiste à injecter au sujet 
un vaccin vivant atténué avant le premier contact infectant avec M. tuberculosis. Elle protège  
principalement les jeunes enfants des formes graves de la tuberculose précoce, méningites 
tuberculeuses et miliaires en particulier. Pour les formes graves du nourrisson et du jeune 
enfant, notamment méningite et tuberculose disséminée, l’efficacité du vaccin BCG est 
estimée entre 75 et 85 % alors que chez l’adulte, elle ne serait que de 50 à 75 %. De ce fait, 
elle ne fait plus objet de recommandation obligatoire aussi bien chez l’adulte que chez 
l’enfant dans la plupart des pays occidentaux mais devient une vaccination sélective des  
enfants fortement exposés (issus de milieux défavorisés ou ayant des antécédents familiaux de 
tuberculose,…). Différentes hypothèses ont été émises pour expliquer les inégalités 
d’efficacité entre les différentes tranches d’âge et les différentes populations. Entre 1924 et le 
début des années 50, la propagation des souches entre différents laboratoires a conduit à une 
dérive génétique de la souche d’origine. En effet les souches vaccinales de BCG telle que 
Danish, Glaxo (Merieux), Gothenburg, Montréal (Connaught), Moreau, Pasteur, Tice et 
Tokyo présentent toutes des différences morphologiques, biochimiques et immunologiques 
(Bunch-Christensen et al., 1970; Gheorghiu et Lagrange, 1983; Minnikin et al., 1984). Chez 
certaines souches vaccinales, l’absence ou la sous-expression de protéines fortement 
antigéniques de M. tuberculosis a pour conséquence la diminution de la réponse immunitaire 
induite par des lymphocytes spécifiques de ces antigènes (Berthet et al., 1998; Oettinger and 
Andersen, 1994; Sorensen et al., 1995). En zone tropicale, la cohabitation des populations 
avec des souches mycobactériennes environnementales partageant des antigènes que la 
souche vaccinale entrainerait leur immunisation naturelle contre cette dernière et conduirait à 
son élimination après administration (Brandt et al., 2002). 
Il s’avère donc nécessaire de développer de nouveaux vaccins pour poursuivre la 
prévention contre la tuberculose. Pour palier à l’inefficacité de la vaccination deux grands 
axes de recherche sont actuellement explorés. Il s’agit soit : 
 - de prolonger l’immunité conférée chez l’adulte par le vaccin BCG existant 
actuellement en amplifiant la réponse immunitaire protectrice. Cette stratégie consiste à faire 
des sous-unités ou des molécules vaccinales composées d’antigènes fortement immunogènes 
de M. tuberculosis, absents chez M. bovis BCG. 
 - de construire des souches recombinantes de M. bovis (Pym et al., 2003) ou 
l’utilisation de souches mycobactériennes naturellement atténuées. 
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2. Composition et Organisation de l’enveloppe des Mycobactéries 
 
L’enveloppe des mycobactéries se caractérise par son extrême complexité liée à la 
présence de différentes couches parmi lesquelles la couche externe (ou capsule chez les 
espéces pathogénes) et la paroi reposant sur la membrane plasmique. Cette enveloppe, de par 
son épaisseur variable en fonction des espèces et par sa complexité, rappelle celle des 
bactéries Gram négatif bien que les mycobactéries soient Gram positif. La composition 
moléculaire et structurale de l’enveloppe joue un rôle dans le mécanisme de pathogénicité des 
mycobactéries (McNeil et al., 1991; Rastogi et David, 1988; Rastogi, 1991). En plus, la 
composition et l’organisation de l’enveloppe semblent être à l’origine de propriétés telles la 
résistance aux médicaments (David, 1981), les interactions hydrophobes (Ridgway et al., 
1984), les réactions immunologiques induites par les mycobactéries chez l’hôte (Stanford, 
1983) et l’acido-alcoolo-résistance des mycobactéries (Barksdale et Kim, 1977). Nous venons 
de voir que des constituants de l’enveloppe ont déjà été identifiés comme jouant un rôle 
important dans les interactions avec le système immunitaire de l’hôte. Cependant le rôle de 
l’enveloppe dans la survie in vivo de la bactérie reste peu défini. Une meilleure caractérisation 
de la composition de l’enveloppe associée à une forte connaissance de la distribution spatiale 
des différentes molécules de l’enveloppe sont nécessaires à une compréhension de la structure 
et de la fonction de l’enveloppe dans l’interaction hôte-pathogène. 
 
2.1. Composition et fonction des constituants  
 
2.1.1 La membrane plasmique 
 
D’un point de vue structural, la membrane plasmique des mycobactéries ressemble à 
celle d’une bactérie classique à savoir une bicouche lipidique dans laquelle sont enchâssées 
des protéines. Il n’existe pas de différence de composition entre mycobactéries à croissance 
rapide et celles à croissance lente (Minnikin et al., 1982). Les phospholipides : le 
phosphaditylinositol mannoside (PIM), le phosphatidylglycérol (PG), le cardiolipine et la 
phosphatidylethanolamine (PE) sont les lipides majoritaires alors que le phosphatidylinositol 
(PI) est présent en faible quantité. Les chaines d’acides gras rencontrées dans les 
phospholipides ne dépassent pas 20 carbones et sont l’acide palmitique (C16 :0), l’acide 
octadécanoïque (C18 :1) et l’acide 10 méthyloctadécanoïque (tuberculostéarate, C19r) (Daffé 
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et Reyrat, 2008). Le rôle de la membrane plasmique dans la survenue de la tuberculose n’a 
jamais été démontré. 
 La membrane plasmique est surmontée du complexe peptidoglycane-
arabinogalactane-acides mycoliques avec lequel elle est séparée par un périplasme dont 
l’existence a été émise par Daffé et Drapper (1998). Si l’utilisation de la microscopie par 
cryosection a permis la mise en évidence de l’espace périplasmique chez les bactéries Gram 
positif tels que les entérocoques, les staphylocoques, les streptocoques et le genre Bacillus 
(Matias et Beveridge, 2005, 2006; Zuber et al., 2006), chez les mycobactéries et les 
corynébactéries, c’est la cryo-microscopie électronique qui permet de démontrer son existence 
(Hoffmann et al., 2008; Zuber et al., 2008). 
 
2.1.2 La paroi 
 
a) Le complexe peptidoglycane-arabinogalactane-acides mycoliques 
 
La paroi de l’enveloppe cellulaire est érigée sur le peptidoglycane lié par des liaisons 
phosphodiester au « core » galactane de l’arabinogalactane sur lequel sont liées les parties 
arabinanes de la même molécule (Figure 4). Les extrémités non réductrices des chaines 
arabinanes sont liées de façon covalente aux acides mycoliques orientés de façon 
perpendiculaire au plan de la membrane plasmique (Abdallah et al., 2007). Des études 
biochimiques et de biologie moléculaire ont entre autre mis en évidence le rôle de l’enveloppe 
comme barrière de perméabilité et dans la résistance aux antibiotiques. Cette résistance aux 
antituberculeux est dépendante des protéines nécessaires à l’assemblage des chaines d’acides 
mycoliques (Gao et al., 2003; Liu et Nikaido, 1999; Philalay et al., 2004) et à leur insertion 
dans l’enveloppe (Nguyen et al., 2005). 
 Le peptidoglycane est constitué de chaines linéaires de N-acétyl-α-D-glucosamine 
(GlcNAcp) et d’acide muramique qui se compose d’un acide lactique lié à un β-D-glucose N-
énoylé en position 2. Ces chaines linéaires sont liées entre elles par un peptide le L-alanyl-D-
isoglutaminyl-meso-diaminopimenyl-D-alanine au niveau des résidus de l’acide muramique. 
Chez le genre Mycobacterium ces ponts inter-peptidiques, beaucoup plus fréquents 
(Matsuhashi, 1966) que chez E. coli, contribueraient à augmenter l’intégrité structurale de la 
mycobactérie (Daffé, 1996; Daffé et Draper, 1998). Le peptidoglycane est lié à 
l’arabinogalactane de façon covalente par une liaison phosphodiester. 





Figure 4 :.Modéle structural de l’arabinogalactane. L’arabinogalactane est constitué d’une alternance de 
liaisons β(1→5), β(1→6) galactofuranosyle sur lesquelles sont branchés les domaines galactanes. Le 
domaine arabinane est fait de chaînes linéaires constituées par l’Araα1→[5Araα→]n terminé au niveau de 
l’extrémité non réductrice par le motif Ara6 sur lequel sont estérifiés au niveau de l’extrémité non 
réductrice des arabinoses, des acides mycoliques. Le motif Ara6 est constitué par : 
araβ1→2araα1→5(araβ1→2araα1→3) araα1→5 araα1→ (Lee et al., 2005). 
 
L’arabinogalactane est un hétéropolysaccharide composé essentiellement d’arabinose et de 
galactose de conformation furanose (D-arabinofuranosyl et D-galactofuranosyl 
respectivement). Sa structure a été caractérisée par Daffé et al., 1990 chez M. tuberculosis. Il 
comprend un « core » galactane constitué d’une alternance linéaire de liaison en 5 et 6 de 
résidus β-D-Galf sur lequel sont liés des chaines arabinanes (Figure 4). La majorité de ces 
dernières est faite de résidus α-D-Araf liés en α-(1→5) avec des branchements aux positions 3 
et 5 de certains résidus α-D-Araf (Daffe et al., 1993). Les extrémités hexaarabinofuranosides 
réductrices sont soit libres, soit liés aux acides mycoliques à des fréquences variées (McNeil, 
1991). 
Les acides mycoliques sont des acides gras à longue chaines β-hydroxylés et α-
ramifiés. Ils diffèrent par le nombre de carbone compris entre 60 à 90 et par la présence de 
différents groupements fonctionnels en positions distale et proximale. Les analyses 
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structurales ont permis de mettre en évidence différents types d’acides mycoliques : les α-
mycolates, α’-mycolates, méthoxy-mycolates, les kéto-mycolates, les époxymycolates, les ω-
1-methoxy-mycolates et les acides mycoliques dicarboxyliques (Daffé et Reyrat, 2008).  
Le genre Corynebacterium présente des acides mycoliques issus de condensation de 
chaines plus courtes (entre 16 et 18 atomes de carbones), ils sont appelés corynomycolates. Si 
les acides mycoliques sont essentiels chez les mycobactéries, les corynomycolates ne le sont 
pas car des espèces dépourvues de mycolates ont pu être isolées et des mutants totalement 
déficients sont viables (Portevin et al., 2004). 
La biosynthèse des acides mycoliques est la cible de l’isoniazide, antibiotique de première 
ligne. Cette biosynthèse comprend différentes étapes faisant intervenir deux systèmes FAS 
(Fatty Acid Syntase) I et II et une étape de condensation réalisée par des enzymes qui restent 
des cibles de choix pour le développement de nouveaux antibiotiques (Portevin et al., 
2004, 2005). 
 
Deux modèles existent quant à l’organisation du complexe peptidoglycane-
arabinogalactane-acides mycoliques ( 
Figure 5). Pour Crick et al. (2001), le peptidoglycane et l’arabinogalactane sont 
orientés de façon parallèle à la membrane plasmique. Cependant les différents travaux de 
modélisation moléculaire selon lesquels le peptidoglycane et l’arabinogalactane adopteraient 
une structure en hélice perpendiculaire à la membrane plasmique (Dmitriev et al., 2005, 1999) 




Figure 5 : Modèle d’organisation du complexe peptidoglycane-arabinogalactane-acides mycoliques. a) le 
peptidoglycane est orienté de façon parallèle à la membrane plasmique (Crick et al., 2001) ; b) structure 
hélicoïdale du peptidoglycane et de l’arabinogalactane, perpendiculaire à la membrane plasmique 
(Abdallah et al., 2007). 





b) Les lipides extractibles 
* Les lipides à tréhalose 
Le tréhalose est un composé largement répandu dans le monde vivant. Il est composé de deux 
résidus glucose liés en α,α’-(1→1) (Figure 6). C’est un composé essentiel à la à la croissance 
de M. tuberculosis mais pas pour la viabilité des corynébactéries. Son rôle dans la synthèse 
des corynomycolates a été mis en évidence dans l’équipe grâce à l’utilisation d’une souche 
mutée dans les trois voies de biosynthèse du tréhalose (Tropis et al., 2005). L’enveloppe des 
Corynebacterineae comporte diverses molécules à tréhalose correspondantes aux formes 




Figure 6 : Structure du dimycolate de tréhalose. 
 
 
Le DMT ou dimycolate de tréhalose est un 6, 6’-dimycoloyl-α-D-tréhalose (Figure 6) 
(Noll et al., 1956). Il est présent chez les Nocardia, les corynébactèries et chez toutes les 
espèces de mycobactéries dont M. leprae (Kai et al., 2007). Longtemps considéré comme 
responsable de la formation de « cordes » chez M. tuberculosis (Bloch. 1950), sa présence 
chez toutes les espèces de mycobactéries, y compris celles qui ne forment pas de « cordes », 
et sa localisation à l’intérieur de l’enveloppe (Ortalo-Magne et al., 1996) semblent indiquer 
qu’il n’est pas responsable de cette fonction. De plus, les travaux de Glickman (2003) 
indiquent que cette caractéristique serait le fait de la cyclopropanation des acides mycoliques. 
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Les premiers travaux concernant l’implication du DMT et de ses dérivés dans la virulence de 
M. tuberculosis chez la souris sont de Kato. (1972, 1973a, b). Selon ces auteurs, la toxicité du 
« cord factor » serait liée à son interaction avec la membrane mitochondriale. Fujita et al. 
2007 ont montré que la nature des acides mycoliques estérifiant le tréhalose module la toxicité 
du DMT. Les travaux de Goren et Brennan (1980), quant aux mécanismes biochimiques de la 
toxicité du « cord factor » montrent que ce produit agirait en stimulant l’activité NADase de 
l’hôte se traduisant par une baisse d’activité des enzymes NAD-dépendantes. L’activité anti-
tumorale du « cord factor » a également été décrite après traitement des souris avec la 
molécule purifiée et par des bacilles vivants de M. bovis BCG (Bekierkunst et al., 1971). Ces 
mêmes auteurs avaient auparavant montré le DMT pouvait induire une inflammation 
granulomateuse (Bekierkunst, 1968; Hunter et al., 2006; Perez et al., 2000). Il faut toutefois 
noter que la toxicité et les propriétés adjuvantes du DMT dépendent du modèle animal, de la 
voie d’administration et des caractéristiques de la suspension administrée. 
 
Le DAT (2,3 di-O-acyltréhalose) (Besra et al., 1992; Lemassu et al., 1991), le TAT 
(2,3,6 tri-O-acyltréhalose) de M. tuberculosis (Munoz et al., 1997) et le 2,3,4 tri-O-
acyltréhalose de M. fortuitum sont des composés de l’enveloppe à caractère fortement 
antigénique potentiellement utilisés en sérodiagnostic.  
Les lipo-oligosaccharides (LOS) sont constitués d’une molécule de tréhalose poly-O-
acylée pouvant être méthylée et substituée sur des positions du tréhalose par un mono ou un 
oligosaccharide de taille et de nature variables en fonction des espèces (Besra et al., 1993; 
Daffé et al., 1991). Ils sont présents à la surface de l’enveloppe chez les mycobactéries qui les 
synthétisent (Belisle et Brennan, 1989; Ortalo-Magne et al., 1996). Mis à part la forte 
antigénicité chez le lapin ou la souris, la fonction des LOSs reste peu connue. 
 
Les métabolites soufrés sont des composés rarement décrits chez les procaryotes. Chez 
les mycobactéries, les sulfolipides (SL) sont décrits uniquement chez M. tuberculosis et leur 
structure a été établie par Goren (1970a, b). Ils appartiennent aux polyacyltréhaloses et 
existent sous cinq formes (SL I, II, III, IV et V). Ils possèdent en position 2 du tréhalose un 
groupement sulfate et des acides gras méthylés, les acides phtiocéranoïques et les acides 
hydroxyphtiocéranoïques. Les travaux d’Armstrong et Hart (1971) et de Goren (1977) 
suggèrent que certains sulfolipides, en particulier le SL-I, sont un facteur de virulence et 
agiraient en inhibant la fusion phagosome-lysosome. Cependant un mutant du gène pks2 
impliqué dans les premières étapes de la biosynthèse des sulfolipides n’a pas atténué la 
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virulence chez la souris, à la différence un mutant du gène mmpL8 impliqué dans le transport 
du composé. En effet les sulfolipides sont indispensables durant la phase précoce de 
l’infection à M. tuberculosis et leur transport vers l’extérieur est nécessaire pour la croissance 
normale du pathogène in vivo (Domenech et al., 2004 ; Converse et al., 2003).  
 
* Autres lipides de la paroi 
 
Les DIMs (dimycocérosates de phtiocérol) sont formés d’un β-diol à longue chaine 
carbonée (le phtiocérol, phtiodiolone ou phtiotriol) estérifié par deux chaines d’acides gras 
portant des groupements méthyles, les acides mycocérosiques. 
Les phénols glycolipides (PGLs) et les dérivés de l’acide para-hydroxybenzoïque (p-
HBAD) sont des glycoconjugués avec un noyau aromatique qui est O-glycosylé, lié en para 
soit à du phtiocérol dimycocérosate soit à un groupement méthoxycarbonyle respectivement. 
Les PGLs sont des variantes des DIMs d’un point de vue structural. Le squelette de base de 
tous les PGLs serait un phénolphtiocérol ou apparenté (β-diols de 33-41 atomes de carbone) 
dont les deux hydroxyles aliphatiques sont estérifiés chacun par un acide gras méthyl-ramifié 
(C27-C34) ou acide mycocérosique. Ils sont présents chez les espèces de mycobactéries 
pathogènes de l’homme avec une particularité pour M. bovis qui produit une forme tronquée 
du PGL de M. tuberculosis. Les membres de cette famille de composés ont été établis par 
divers auteurs, comme facteur de virulence (Camacho et al., 1999; Cox et al., 1999; Tsenova 
et al., 2005). 
 
Les glycopeptidolipides (GPLs) sont présents à la surface de l’enveloppe (Ortalo-
Magne et al., 1996) et se rencontrent chez différentes espèces à croissance rapide (M. 
smegmatis, M. chelonae, M. abscessus), chez des bactéries à croissance lentes telle que M. 
avium et chez des espèces de mycobactéries pathogènes d’animaux. Ils n’ont jamais été 
décrits chez les espèces du complexe M. tuberculosis. Les formes les plus communes sont les 
PGLs de type-C (mycosides C). Ils contiennent un mélange de composés dont la partie 
lipopeptidique commune est faite d’acides gras 3-hydoxylés et/ou 3-méthylés de chaine 
comprise entre C26-C34 liés à un tripeptide se terminant par un alaninol. A cette partie 
lipopeptidique se lient au niveau des groupements hydroxyles de l’allo-thréonine et/ou de 
l’alaninol des unités saccharidiques de taille et de nature variables à l’origine de la diversité 
des GPLs (Daffé et Lemassu, 2000). Ils remplissent diverses fonctions aussi bien dans la 
morphogénèse des colonies que dans la structuration de l’enveloppe. En effet, les travaux de 
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différents auteurs (Martinez et al., 1999; Etienne et al., 2002; Recht et al., 2000) et d’autres 
plus récents (Howard et al., 2006) mettent en évidence le rôle des GPLs dans le « sliding » 
des colonies sur milieu solide. L’introduction de mutations, entrainant des modifications dans 
la structure des GPLs, a aussi permis de mettre en évidence leurs implication dans la 
formation de biofilms (Deshayes et al., 2005; Recht et Kolter, 2001).  
 Le rôle des GPLs dans le maintien de l’intégrité structurale de l’enveloppe et dans 
l’agrégation des bactéries a été mis en évidence par Etienne et al. en 2002. De plus, ils 
interfèrent dans l’interaction entre les mycobactéries et les monocytes ou macrophages 
humains (Villeneuve et al., 2003).  
 
* Les lipoglycanes 
 
Les phosphadityl-inositol-mannosides (PIMs) et leurs dérivés glycosylés, lipomannane 
(LM) et lipoarabinomannane (LAM) sont des composés ubiquitaires des mycobactéries 
(Figure 7). Le LAM est un polymère de α-(1→6) mannosyles liés à une ancre 
phosphatidylinositol. La plupart des résidus mannosyles sont substitués en position C2 par un 
seul résidu mannosyle. Sur ce domaine mannane vient se substituer un domaine arabinane 
dont la chaîne principale est formé de α-(1→5)-D-arabinofuranose qui lui-même est substitué 
en position C3 par certains arabinosyle par du α-(1→5)-D-arabinofuranose. Ces résidus 
branchés sont substitués pour certains, en position C3 et C5 de l’arabinose terminal par du α-
D-arabinofuranose terminé par un β-D-arabinofuranose qui portent une ou des coiffe(s). 
La structure du LAM est variable en fonction des espèces (Figure 7). On distingue 
généralement trois types de LAM: (i) le ManLAM est caractérisé par la présence de 
« coiffes » mannoses. Il se rencontre chez les souches de M. tuberculosis ainsi que chez la 
souche vaccinante, M. bovis BCG (Chatterjee et al., 1992; Prinzis et al., 1993); (ii) le PiLAM 
présent chez M. smegmatis et M. fortuitum (Nigou et al., 2003) est caractérisé par la présence 
de coiffe phopho-myo-inositol (iii) l’AraLAM, ne présente pas de mannosylation dans 
domaine arabinane, il est décrit chez M. chelonae (Guerardel et al., 2002). En plus de cette 
distinction en fonction de la présence ou pas de coiffe et du type de coiffe sur le domaine 
arabinane, il existe une hétérogénéité entre les LAMs qui est le fait de la glycosylation et de 
l’acylation (Nigou et al., 2003). 
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Figure 7 : Modèle structural du LAM mycobactérien. L’ancre mannosyl-phosphatidyl-myo-inosytol 
(PIM), basée sur une unité sn-glycérol-3-phospho-(1-D-myo-inositol) avec un α-D-Manp lié sur l’oxygène 2 
(O-2) et un α-D-Manp lié sur l’O-6 de l’unité myo-inositol, est reliée au domaine mannane constitué de 
résidus mannosyles d’environ 20-26 résidus liés en α-(1→6). Certains résidus du domaine mannane sont 
branchés en position 2 par un α-D-mannose. Au domaine mannane est lié un domaine arabinane (50-70 
résidus) composé d’une chaine linéaire araα1 →[5araα→]n terminé au niveau de l’extrémité non 
réductrice par un araβ1→2ara1→ qui forme le motif linéaire Ara4. Les motifs Ara4, Ara6 et la chaine 
principale sont terminés par des chaînes linéaires d’arabinoses liés en 1→5. Les extrémités non 
réductrices du domaine arabinane sont terminées par des « coiffes » constituées par des unités mannosyles 
liées en 1→3 chez M tuberculosis et M. bovis BCG. (Lee et al., 2005). 
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Si la localisation des PIMs dans la membrane et dans la capsule est bien établie (Daffé 
et Draper, 1998; Ortalo-Magne et al., 1996), celle du lipomannane et du lipoarabinomannane 
reste à préciser. Ils n’ont jamais été retrouvés dans les filtrats de milieu de culture ni dans les 
extraits de surfaces mycobactériens obtenus après traitement des bactéries par des billes ou 
par des détergents tel que le Tween 80 (Ortalo-Magné et al., 1995). Les résultats des travaux 
concernant les précurseurs de biosynthèse, la localisation des enzymes impliquées dans la 
biosynthèse, permettent de conclure sur la localisation de ces composés dans la couche 
externe de la membrane plasmique (Berg et al., 2005; Dinadayala et al., 2006; Kordulakova et 
al., 2002). Cependant, Pitarque et al. (2005) ont mis en évidence la présence de LAM et de 
LM à la surface des cellules M. bovis BCG, M. xenopi et M. smegmatis par des expériences 
d’immunolocalisation. Cependant, la proportion de LAM et de LM localisés à la surface n’est 
pas connue. D’un point de vue fonctionnel, les PIMs, les LAMs et/ou le LM présentent 
différentes fonctions biologiques. Ils interviennent dans l’interaction du bacille avec les 
récepteurs d’entrée de la cellule hôte et agissent sur le système immunitaire (Dao et al., 2004 ; 
Vognal et al., 2003 ; Fratti et al., 2003 ; Rojas et al., 1997). 
 
2.1.3 Couche externe (capsule) 
 
a) Etudes cytochimiques et biochimiques 
 
 La présence de zones transparentes aux électrons (ETZ), présentes chez des 
pathogènes intracellulaires a été décrite en microscopie électronique sur des sections fines de 
cellules infectées par M. lepraemurium (Yamamoto et al., 1958). Ce type de structure a été 
par la suite observée chez M. leprae (Hanks, 1961a, 1961b), M. tuberculosis (Armstrong et 
Hart, 1971, 1975), M. avium (Draper, 1974; Frehel et al., 1986), M. intracellulare (Tereletsky 
et Barrow, 1983) et M. bovis (Rastogi et Hellio, 1990) et chez différentes espèces à croissance 
rapide (Paul et Beveridge, 1992). Sa présence avait d’abord été démontrée in vivo après 
phagocytose par Hanks (1961b). La capsule était alors difficilement observable autour des 
bactéries in vitro en raison de la perte de matériel capsulaire à cause des contraintes liées aux 
techniques de microscopie électronique que sont la fixation et la déshydratation. Cependant, 
l’inclusion de mycobactéries cultivées sur milieu axénique dans une résine de Lowicryl 
contenant de la gélose (Fréhel et al., 1988) a permis de démontrer la production de la capsule 
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in vitro. Des techniques d’immunochimie utilisant des anticorps dirigés contre des 
constituants mycobactériens (Rastogi et Hellio, 1990; Rastogi, 1991) et celles de traitements 
chimiques et/ou mécanique des bactéries (Ortalo-Magne et al., 1995) en vue de la 
détermination de la composition de la capsule sont autant de preuves de son origine 
bactérienne. 
 La nature de sa composition a fait l’objet de différentes controverses. Pour Draper et 
Rees (1973), Nishiura et al. (1977), le matériel fibrillaire produit par M. lepraemurium est 
composée de GPL. De plus, la présence de GPL dans l’ETZ de M. avium a été démontrée par 
immunocytochimie (Draper 1974). Cependant l’absence de tels composés chez un mutant de 
M. intracellulare combinée à la présence de zone transparente aux électrons (Rastogi et al., 
1989) est la preuve que la présence de tels lipides à eux seuls ne peuvent être à l’origine de la 
transparence aux électrons. 
La nature polysaccharidique de la capsule a d’abord été évoquée en raison de la 
coloration au rouge de ruthénium (Rastogi et al., 1986) et de son affinité pour la 
concanavaline A (Picard et al., 1984), mais elle a été ensuite clairement démontrée 
quantitativement à partir des travaux de Lemassu et Daffe (1994). 
 Les différents travaux de l’équipe (Lemassu et Daffe, 1994; Lemassu et al., 1996; 
Ortalo-Magné et al., 1995) ont permis de déterminer la composition chimique de la capsule. 
Ils ont montré que le matériel capsulaire est en partie relargué dans le milieu de culture in 
vitro lorsque les mycobactéries sont cultivées en voile à la surface du milieu liquide. La 
capsule a aussi été étudiée à partir des décapages physique avec des billes de verre et 
chimiques (avec de la soude et des détergents). Il ressort de ces études que la capsule est 
constituée essentiellement de mélange de polysaccharides et de protéines dans des proportions 
respectives de 35-55% et 55-40% du matériel capsulaire chez M. tuberculosis et de faible 
quantité de lipides (Ortalo-Magné et al., 1995) contrairement à ce qui était communément 
admis jusqu’alors. 
 
D’un point de vue stratégique, l’emplacement de ces polysaccharides et protéines 
plaide en faveur de leur implication dans la protection de la mycobactérie intracellulaire, mais 
le mécanisme reste non établi. En effet, il existe dans la littérature des exemples où les 
capsules bactériennes semblent jouer le rôle de dispositifs antiphagocytaires (Quie et al., 
1981). Chez les mycobactéries pathogènes intracellulaires il existe une variété de mécanismes 
qui assurent le bon déroulement de la phagocytose (Fenton et Vermeulen, 1996; Schlesinger 
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et al., 1996). Les polysaccharides pourraient assurer un de ces mécanismes ou modifier le 




* Les protéines sécrétées 
 
Le matériel extracellulaire libéré par M. tuberculosis dans les milieux de culture ainsi que le 
matériel de surface contiennent des protéines (Abou-Zeid et al., 1986; Andersen et al., 1991; 
Daffe et Etienne, 1999; Ortalo-Magne et al., 1995). Parmi ces protéines, on retrouve 
notamment les protéines de 19kDa, 38 kDa, 30/31kDa (ou fibronectin-binding protein). De 
par leur localisation, les protéines sécrétées constituent un groupe d’intérêt courant et 
différents auteurs ont mis en évidence l’implication de certaines d’entre elles dans la 
protection contre l’infection. Le rôle des protéines est clairement mis en évidence par des 
études comparatives d’efficacité de protection entre bacilles vivants et bacilles morts 
(Anderson et al., 1994 ; Horwitz et al., 1995; Orme, 1988). 
D’un point de vue diagnostic, la faible quantité d’antigènes mycobactériens 
détectables dans les matrices biologiques a conduit différents auteurs à se focaliser sur des 
protéines du filtrat de culture ayant des propriétés antigéniques dont les plus couramment 
proposées en diagnostic sont : le complexe antigène 85 (Bentley-Hibbert et al., 1999; 
Landowski et al., 2001; Wallis et al., 1998); la protéine de 38 kDa (Ramakrishnan et al., 
1991), l’asMPT32 (connu sous le nom de complexe antigène de 45/47 kDa) (Chanteau et al., 
2000).  
 L’étude de l’activité de certaines protéines a été effectuée pour déterminer leur 
implication dans la virulence de M. tuberculosis (Raynaud et al., 1998). 
 
* Les lipides 
 
Le contenu lipidique de la capsule, situé entre 2 et 5% (Lemassu et Daffe, 1994; 
Lemassu et al., 1996; Ortalo-Magne et al., 1995; Ortalo-Magne et al., 1996), est en 
contradiction avec la nature lipidique généralement admise de l’enveloppe des mycobactéries. 
Cependant, le décapage progressif de la capsule par traitement au Tween 80 à différents temps 
d’incubation, suivi d’un traitement avec des billes de verre montre une variation qualitative 
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des lipides extraits (Ortalo-Magne et al., 1996). Certains lipides sont bien exposés à la surface 
(DAT, PIM, DIM, PE), alors que d’autres sont plus enfouis dans l’enveloppe (DMT, MMT, 
triacyglycérols). 
 
* Les polysaccharides 
 
Ce sont essentiellement le mannane, l’arabinomannane et le glucane qui sont 
rencontrés à la surface de l’enveloppe des mycobactéries. Ensemble, ils représentent les 
composés majoritaires des mycobactéries pathogènes avec une large proportion de glucane. 
Leurs proportions sont variables selon les espèces mycobactériennes considérées (Lemassu et 
al., 1996). Chez M. tuberculosis, les proportions de mannane, arabinomannane et de glucane 
sont respectivement de 13%, 15% et 70% re. Le xylane est retrouvé en moindre proportion 
(2%) (Ortalo-Magne et al., 1995). Le mannane et l’arabinomannane représentent les mêmes 
compositions saccharidiques que le lipomannane et le lipoarabinomannane, mais ils sont 
dépourvus de la partie lipidique. La présence de l’arabinomannane dans la capsule a été 
démontrée par immunocytochimie grâce à l’utilisation de l’anticorps Mab9d8 spécifiques du 
motif pentaarabinosyl (Ortalo-Magne et al., 1995). Contrairement au lipoarabinomannane, les 
propriétés biologiques hormis l’antigénicité ne sont pas démontrées, probablement en raison 
de l’absence d’ancre lipidique, qui permet l’organisation et la présentation de la molécule 
lorsqu’elle est étudiée in vitro. Il est cependant vraisemblable que l’arabinomannane, lorsqu’il 
est organisé dans la capsule et présenté à la surface de la bactérie, puisse jouer les nombreux 
rôles biologiques attribués au lipoarabinomannane. 
Nous venons de voir ci-dessus que l’enveloppe des mycobactéries est composée de 
molécules diverses et variées. Si certaines techniques de biochimie, notamment l’utilisation 
de méthodes mécaniques permettent de se faire une idée de la position des certains composés 
dans l’enveloppe, la façon dont ils sont agencés reste toujours non résolue. Toutefois le 
recours à l’imagerie par utilisation de la microscopie électronique à balayage ou à 
transmission, combiné aux résultats des analyses biochimiques et structurales, a permis de 
proposer des modèles d’organisation de l’enveloppe. 
 
2.1.4 Modèles de l’enveloppe 
* Les premiers modèles 
La plupart des informations obtenues concernant l’ultrastructure de l’enveloppe des 
mycobactéries découlent de clichés de microscopie électronique qui ont été obtenus sur 
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bactéries entières (Barksdale et Kim, 1977; Imaeda et al., 1968) ou bien à partir de coupes 
fines obtenues de bactéries (Draper, 1982; Rastogi et al., 1986). Malgré les difficultés à relier 
entre elles les informations issues de différentes techniques de microscopie et les analyses 
chimiques issues des préparations de parois, divers modèles de l’enveloppe ont été proposés 
(Barksdale et Kim, 1977; Brennan et Nikaido, 1995; Imaeda et al., 1968; Jarlier et Nikaido, 
1994; Minnikin, 1982).  
 Imaeda et al. sont les premiers à proposer un modèle de la paroi des mycobactéries. En 
combinant les résultats des analyses chimiques et de microscopie ces auteurs décrivent la 
paroi par un modèle avec trois couches distinctes (Imaeda et al., 1968) : 
- une couche interne composée de mycopeptides et lipopolysaccharides 
- une couche intermédiaire complexe comprenant lipopolysaccharides et protéines 
- une couche externe composée de liposaccharides. 
 Selon le modèle de Barksdale et Kim (1977), la paroi est organisée en quatre couches 
comprenant une couche de glycopeptidolipides de surface (L1) tapissant deux couches de 
lipopolysaccharides (L2 et L3) et une couche de peptidoglycane (L4) reposant sur une 
membrane plasmique. La présence d’un espace périplasmique entre la membrane plasmique 
et la couche de peptidoglycane a été mentionnée par Daffé et Drapper (1998) et existe dans 
certaines préparations conventionnelles bien qu’apparaissant faible (Paul et Beveridge, 1992). 
De la synthèse de toutes ces méthodes (microscopie électronique conventionnelle sur 
coupe fine, microscopie électronique à transmission par cryo-décapage et cryo-substitution), il 
en résulte que la paroi dont l’épaisseur se situe entre 23,5 et 25,9 nm (Paul et Beveridge, 
1992) s’organise comme suit:  
- une couche basale relativement dense aux électrons et composée du peptidoglycane. 
- une couche transparente aux électrons ou ETL (Electron Transparent Layer) et 
constituée d’arabinogalactane lié aux acides mycoliques. 
- une couche externe ou capsule. 
Cette dernière couche constitue une partie de l’enveloppe particulièrement intéressante car 
elle est localisée à l’interface avec l’hôte, et peut jouer un rôle tant dans les interactions avec 
les récepteurs des cellules de l’hôte que dans la protection du bacille.  
 
L’absence de méthodes alternatives permettant la préservation des structures de 
surface de l’enveloppe des mycobactéries à l’état natif a longtemps entravé une visualisation 
précise de la surface de mycobactéries. Hanks (1961b) avait déjà montré la présence d’une 
épaisse zone transparente aux électrons (ETZ) autour des bactéries pathogènes après 
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phagocytose. Les travaux de Rastogi et al. (1986) utilisant le rouge de ruthénium ont permis 
de démontrer la présence de cette couche externe, auparavant non visualisable dans beaucoup 
d’espèces mycobactériennes dont M. avium en particulier (Figure 8). La visualisation de cette 
couche in vitro (Frehel et al., 1988) a permis de démontrer sa nature mycobactérienne. 
 
 
Figure 8 : Modèle d’organisation de l’enveloppe des mycobactéries (Rastogi et al., 1991). CM (membrane 
cytoplasmique) comprend l’IL, ML et OL (Inner, Transparente et Outer layer) ; CWS correspond au 
squelette de la paroi composé de PG (peptidoglycane) et d’AG (arabinogalactane) ; ETL (zone 
transparente aux électrons ; CAP (capsule). 
 
D’autres travaux, dont ceux de Paul et Beveridge 1992 sur l’ultra-structure de 
l’enveloppe des mycobactéries ont confirmé l’existence de cette couche dont l’épaisseur est 
variable en fonction des espèces. Ces auteurs n’ont pas pu la visualiser chez M. fortuitum et 
M. aurum. 
 
• Modèle de Minnikin 
 
Avant de décrire l’apport des nouvelles techniques de visualisation des différents composants 
de l’enveloppe paru récemment dans la littérature, nous nous permettons de revenir sur le 
modèle communément accepté. Dans les années 80, bien qu’on ait commencé à connaitre les 
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différentes composants de l’enveloppe des mycobactéries et que certains modèles de 
l’organisation de l’enveloppe (Barksdale et Kim, 1977 ; Imaeda et al., 1968) aient été 
proposés, la façon dont les différents composés sont agencés restait alors mal connue. 
Minnikin, se basant sur l’agencement probable de acides mycoliques entre eux d’une part et 
l’iteraction de ces derniers avec la variété de lipides extractibles allant des espéces polaires 




Figure 9 : Modèle d’organisation de l’enveloppe des mycobactéries (Minnikin et al., 1982) : schématisation 
de l’interaction des lipides mycobactériens. Pour simplifier, les phtiocéroles dimycocérosates par exemple 
ne sont représentés que sous forme partielle. 
 
Dans ce modèle (Figure 9), la paroi s’organise en bicouche lipidique asymétrique où : 
- les acides mycoliques, liés de façon covalentes à l’arabinogalactane forment la couche 
interne et  
- les lipides extractibles, s’intercalant entre les différentes chaînes alpha et méromycoliques, 
constituent la couche externe. Ce sont des lipides tels que le MMT, DMT, …, extraits par des 
solvants organiques. 
 En effet, les acides mycoliques au vu de leur quantité (Daffe, 1983; Minnikin et al., 
1983; Minnikin et al., 1984) sont capables de s’associer pour former des domaines 
hydrophobes responsable de la faible perméabilité de couche interne. Les lipides extractibles 
I - Généralités  
 33 
de structures variées s’organiseraient de façon cohérente dans l’enveloppe et s’associeraient 
aux lipides majeurs que sont les acides mycoliques. Par exemple pour ce qui est des 
phthiocérols et des DIMs, il est probable qu’ils s’insèrent de façon parallèle via leurs deux 
chaines d’acides mycocérosiques dans la matrice d’acides mycoliques. 
L’observation de deux plans de fracture en microscopie électronique dans les données 
antérieurs (au modèle de Barksdale et Kim (1977) et leur confirmation par diverses études 
(Benedetti et al., 1984; Chami et al., 1995; Puech et al., 2001) sont autant d’éléments en 
faveur du modèle bien que des preuves directes soient attendues. La mise au point de 
techniques pouvant permettre de visualiser une telle membrane nécessite au préalable de se 
débarrasser d’artéfacts de manipulation liés à la congélation, fixation, deshydratation et à la 
coloration. 
 
* La Cryo-microscopie électronique CEMOVIS : vers un modèle rationnel de la 
bicouche 
 
La cryomicroscopie électronique à transmission est une technique dont le principe repose sur 
la congélation ultrarapide sous haute pression de façon à vitrifier la bactérie en entier et à 
conserver les structures dans leur état natif pour procéder à la cryo-section. Par cette 
technique, Hoffman et al. (2008) et  Zuber et al. (2008) ont pu mettre en évidence la présence 
la présence de la mycomembrane ou OM (Outer Membrane) chez M. smegmatis, M. bovis 
BCG et chez Corynebacterium glutamicum. Ces résultats sont confirmés par l’absence de 
cette couche chez le mutant ∆pks13 de Corynebacterium glutamicum qui ne synthétise pas 
d’acide mycolique. Bien que classées dans le groupe des bactéries Gram+, cette membrane 
externe des mycobactéries n’a pas de structure équivalente dans l’enveloppe des bactéries 
Gram+. Elle serait plutôt analogue d’un point de vue structural à celle des Gram- et sa taille 
serait équivalente à celle obtenue en CEMOVIS par Matias et al. (2003) sur les Gram négatif 
(Tableau 1). Chez les mycobactéries comme chez les corynébactéries, les clichés de 
microscopie mettent en évidence une membrane plasmique (PM) classique, une zone 
granuleuse ou GL, une paroi interne ou IWZ (Inner Wall Zone) de faible densité, une zone 
intermédiaire ou MWZ (Medial Wall Zone) et membrane externe ou OM (Outer Membrane) 
dense aux électrons. Cependant l’enveloppe des corynébactéries est plus épaisse que celle des 
mycobactéries (Tableau 1) et cette différence est liée à une épaisseur plus importante de la 
zone intermédiaire (MWZ) chez les corynébactéries correspondant au peptidoglycane. 
 




Tableau 1 : Tableau comparatif des épaisseurs des différents constituants de l’enveloppe différentes 
bactéries. 
 
L’utilisation des souches de M. smegmatis tmptB, dépourvu de GPLs et du mutant de 
Corynebacterium glutamicum ∆pks13 dépourvu d’acides mycoliques a permis de caractériser 
les feuillets interne et externe de la mycomembrane. Au vu de la composition de la 
mycomembrane chez les corynébactéries et chez les mycobactéries et de leur épaisseur 
respective comprise entre 4 et 5 nm et entre 7 et 8 nm, Zuber et al proposent pour la formation 
d’une telle membrane nécessite forcément une imbrication des acides mycoliques entre eux et 
le repliement des chaines méromycoliques comprenant 70 et 90 atomes de carbone. En effet 
un tel repliement a été démontré in vitro pour les acides mycoliques de M. tuberculosis et M. 
bovis BCG par les études de biophysique de Villeneuve et al. (2005, 2007). L’ensemble de 
ces données a permis à Zuber et al de proposer un modèle d’organisation de la 
mycomembrane chez les Corynebacterineae (Figure 10). De ce modèle d’organisation de la 
mycomembrane et les données antérieures, un nouveau modèle d’organisation de l’enveloppe 
des Corynebacterineae est proposé (Figure 10). 
 
PM GL IWZ MWZ OM  ENVELOPPE
M. bovis  BCG 6,3 ± 0,7 3,8 ± 0,8 14,1 ±  1,6 6,3 ±1,0 7,5 ± 0,8 38,7 ± 2,4
C. glutamicum  ATCC 13032 (Wt) 6,7 ± 0,4 4,3 ± 0,8 18,3 ± 1,4  20,9 ± 8,8 4,7 ± 0,7 48,6 ± 6,7
C. glutamicum  (Wt/∆pks13) 5,5 ± 0,5 3,6 ± 0,3 15, 4 ± 2,0 18,7 ± 3,2 nd 37,2 ± 4,1
E. coli  K-12 5,8 ±  0,4 nd 11,5 6,4 ± 0,5 6,9 ± 1,0 33,7
S. gordonii  Challis 6,3 ± 0,3 4,1 ± 0,9 12,9 ± 1,0 26,4 ± 3,6 nd 45,5 ± 3,4
EPAISSEUR DES DIFFERENTES STRUCTURES (nm)SOUCHES
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Figure 10 : Nouveau modèle d’organisation de l’enveloppe des Corynebacteineae. A partir de 
l’organisation de la mycomembrane (a) proposée par Zuber et al., 2008, un modèle de l’ensemble de 
l’enveloppe de Corynebacterineae (b) est proposé. 
 




La présence de polysaccharides « glycogène-like » à coté de fractions contenant 
essentiellement de l’arabinose et du galactose a été démontrée par Misaki et Yukawa (1966) à 
partir de préparation de parois délipidées de M. bovis BCG. L’analyse des résidus après 
hydrolyse du polysaccharide préalablement partiellement per-O-méthylé a permis de mettre 
en évidence trois types de résidus : le 2, 3, 4, 6-tétra-O-méthyl-D-glucose, le 2, 3, 6-tri-O-
méthyl-D-glucose et le 2, 3-di-O-méthyl-D-glucose dans des proportions molaires (1, 5, 1). 
La nature des résidus a été confirmée par oxydation périodique du polysaccharide avec du 
I - Généralités  
 36 
périodate de sodium et a permis à Misaki et Yukama de proposer une structure pour le 
glucane de M. bovis BCG, une structure fortement branchée dans laquelle les chaînes 
principales sont constituées de résidus glucose liés en α-(1→4) avec des ramifications en 
position 6 du glucose. Des travaux de l’équipe (Lemassu et Daffé, 1994; Lemassu et al., 
1996) ont permis d’isoler et de caractériser le glucane (Figure 11) à partir du milieu de culture 
chez M. tuberculosis (souches Canetti, H37Rv) et M. bovis BCG. Ces travaux ont, d’un point 
de vue structural permis de confirmer la structure proposée par Misaki et Yukama (1966), 




Figure 11 : Modèle structural du glucane (Dinadayala, 2002) 
 
Toutes les espèces mycobactériennes étudiées présentent du glucane à leur surface. Il 
est intéressant de noter que les mycobactéries pathogènes à croissance lente telles que M. 
kansasii et M. tuberculosis produisent 10 à 20 fois plus de glucane que M. gastri (non 
pathogène à croissance lente), et que les mycobactéries non pathogènes à croissance rapide 
(M. smegmatis et M. phlei). Bien que M. avium, mycobactérie pathogène opportuniste à 
croissance lente, produise peu de glucane, ces résultats sont en corrélation avec les travaux 
anciens montrant que les mycobactéries pathogènes présentent une ETZ importante à leur 
surface. 
Wang et al. (1995) ont caractérisé un composé équivalent obtenu à partir d’extraits 
aqueux de M. bovis BCG et présentant une activité antitumorale. Ils proposent une structure 
faite majoritairement de répétitions de résidus glucosyles liés linéairement en α-(1→6) avec 
des ramifications en position 4. Il est tout de même important de noter que ces deux structures 
ont été établies à partir de méthodes d’extractions différentes. Dans un cas il s’agit d’une 
extraction directe à partir du milieu de culture (Lemassu et Daffé, 1994) alors que dans l’autre 
cas les auteurs ont réalisé une extraction à partir d’extraits bouillants de la souche (Wang et 
al., 1995). La question de l’existence de deux types de glucane était alors posée. Des travaux 
de l’équipe (Dinadayala et al., 2004) ont permis de confirmer par RMN la structure du 
glucane de M. bovis BCG proposée par Lemassu et Daffé (1994) quelque soit la méthode 
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d’extraction utilisée et de démonter la présence d’apport exogène dans le produit purifié par 
Wang et al. La structure initialement proposée dans l’équipe a été retrouvée aussi bien dans 




L’ α-(1→4)-glucane est un polysaccharide retrouvé dans les milieux où il est relargué 
par les mycobactéries (Lemassu et Daffé, 1994). Sa présence dans les couches superficielles 
de l’enveloppe a été mise en évidence par décapage de celle-ci par traitement mécanique ou 
chimique (Tween 80) des cellules (Lemassu et al., 1996; Ortalo-Magne et al., 1996). Il est lié 
de façon non covalente au reste de l’enveloppe. Cette localisation à la surface des 
mycobactéries a été confirmée par immuno-localisation grâce à la microscopie électronique 
par Schwebach et al. (2001, 2002). Ces auteurs, en utilisant l’anticorps monoclonal Mab 24c5 
qui se fixe sur le glucane, ont montré la présence de ce composé à la surface de la bactérie 
cultivée sur milieu synthétique et aussi autour de la bactérie dans un contexte 
intramacrophagique. Ceci montre que le glucane est produit aussi bien in vitro qu’in vivo, et 
qu’il se trouve confiné autour de la bactérie. 
 
3.3. Rôle du glucane 
 
 Les premiers travaux portant sur le rôle du glucane dans un processus de la 
pathogénèse sont de Cywes et al. (1997). Du fait de la localisation du glucane à l’interface 
entre la bactérie et la cellule hôte, ces auteurs ont étudié son rôle dans la liaison et 
l’internalisation du bacille par le macrophage. L’internalisation du bacille dans le macrophage 
se fait par le biais de la phagocytose qu’elle soit opsonique ou non opsonique. La phagocytose 
non opsonique de M. tuberculosis par le CR3 a été démontrée dans les macrophages humains 
et murins (Schlesinger, 1993; Stokes et al., 1993; Stokes et al., 2004). La liaison et 
l’internalisation fait intervenir le site lectine (Ross et al., 1985; Thornton et al., 1996a) 
différent du site de liaison de C3b (Stokes et al., 1993). Afin de s’affranchir de la contribution 
d’autres récepteurs au cours du processus, ces auteurs ont utilisé des cellules CHO-Mac1. Ce 
sont des cellules d’ovaire de hamster chinois surexprimant le CR3 de façon stable. Cywes et 
al. (1997) ont ainsi montré que le matériel capsulaire, en particulier le glucane, permet 
l’interaction du bacille avec le CR3. De plus, le CR3 permet la phagocytose non opsonique de 
M. tuberculosis par le site lectine mais pas celle de M. smegmatis. L’internalisation de 
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particules de zymozan et d’espèces pathogènes (M. avium et M. kansassi), mais pas celle de 
M. smegmatis et M. phlei, a été également démontré par Le Cabec et al. (2000). Dans le 
même travail ces derniers ont montré par des expériences de compétition que le site lectine de 
fixation du glucane sur le CR3 était différent de celui des particules de zymozan. Les travaux 
d’Astarie-Dequeker et al. (1999) sur la phagocytose de M. kansassi et la non production 
d’espèces réactives de l’oxygène et ceux de Le Cabec et al. (2000), utilisant de la lignée 
cellulaire U937, suggèrent que la phagocytose non opsonique des mycobactéries via le 
glucane constituerait une voie d’entrée silencieuse pour la bactérie. L’intervention de tels 
polysaccharides dans l’interaction avec le système immunitaire est connu par ailleurs, puisque 
le rôle d’un glucane structuralement proche du glucane mycobactérien dans l’internalisation 
d’un champignon du genre Pseudallescheria boydii a été prouvé (Bittencourt et al., 2006). 
L’α-glucane pariétal de Pseudallescheria boydii active les cellules dendritiques dérivant de 
monocytes de la moelle osseuse de façon dépendante de TLR2. Toutefois, ces auteurs 
n’examinent pas la contribution d’autres récepteurs, plus particulièrement celle du CR3 ni 
pour les cellules dendritiques ni pour les macrophages pour lequels ils relatent la sécrétion de 
cytokines (IL-12 et TNF-α) en présence de glucane. De récents travaux en collaboration de 
l’équipe ont montré pour la première fois le rôle direct du glucane de M. tuberculosis dans la 
capacité de la bactérie à détourner les réponses du système immunitaire. In vitro, le glucane 
empêche la différenciation des monocytes en cellules dendritiques matures (Gagliardi et al., 
2007). Ces cellules dendritiques immatures (Glu-MoDC) présentent le même phénotype que 
celles (Mt-MoDC) dérivant de monocytes en présence de la souche M. tuberculosis H37Rv. 
Les effets sont une absence de l’expression des molécules CD1, une dérégulation de CD80 et 
de production de l’interleukine 10, et non celle de l’IL-12, avec pour conséquence une 
altération de la fonction de cellules présentatrices d’antigènes lipidiques des cellules 
dendritiques aux lymphocytes T. Ces auteurs montrent également que l’effet du glucane est 
dose dépendante et qu’à de fortes concentrations (>50 µg/ml), il réduit considérablement la 
viabilité cellulaire au bout de six jours.  
Il apparait donc que le glucane peut jouer un rôle dans le détournement des réponses 
immunitaires vis-à-vis du bacille tuberculeux. De plus, il est vraisemblable que le glucane, 
confiné autour de la bactérie comme cela a été démontré dans un contexte intramacrophagique 
(Schwebach et al., 2002), puisse jouer un rôle de barrière vis-à-vis des attaques des cellules 
immunitaires. Cependant, aucun résultat n’a permis à ce jour d’étayer cette hypothèse. 
Il est aussi à noter que le glucane isolé de M. bovis BCG présente une activité antitumorale 
(Wang et al., 1995), que l’on peut corréler à l’activité antitumorale observée après traitements 
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des tumeurs cancéreuses avec des extraits de bacille de Calmette et Guérin (Zlotta et al., 
2000). 
L’abondance de ce polysaccharide à la surface des mycobactéries est particulièrement 
intéressante. De plus, les différences de quantité observées entre les bactéries pathogènes et 
les non pathogènes (Lemassu et al., 1996) laissent penser qu’il jouerait un rôle dans la 
pathogénie. Cette suggestion est confortée par la présence d’une importante couche de 
glucane dans le contexte intra macrophagique, et par l’interaction du glucane avec les CR3. 
Ceci nous amène donc à rechercher les mécanismes de biosynthèse du glucane. La recherche 
de gènes potentiellement impliqués dans cette biosynthèse nous permettra de les inactiver afin 
de mieux comprendre la biosynthèse du glucane et son rôle dans la pathogénie. 
De par la similitude structurale du glucane avec le glycogène, il est donc naturel de repartir 
des connaissances acquises sur le rôle et la biosynthèse du glycogène chez les bactéries. 
 
4. Le glycogène 
 
4.1. Structure 
 C’est un homopolymère de résidus glucose liés en α-(1→4) avec des ramifications en 
position 6 (Figure 12). Ces ramifications se produisent en moyenne tous les 10 à 12 résidus 
glucose. A la différence du glucane, le glycogène est un composé intracellulaire. 
 
 
Figure 12 : Modèle de la structure générale du glycogène (Dinadayala, 2002). 





Il est suggéré que l’accumulation du glycogène chez les bactéries correspondrait à un 
stockage de source de carbone et serait utile lors de la phase stationnaire pour la fourniture de 
l’énergie stockée et le surplus de carbone (Strange, 1968). Chez Bacillus subtilis et 
Streptomyces coelicolor, la synthèse du glycogène est associée à la sporulation et à la 
production d’énergie nécessaire à la différenciation (Kiel et al., 1994; Martin et al., 1997). En 
effet, la forte accumulation du glycogène, pouvant atteindre plus de 60 % du poids sec chez 
certaines espèces de Clostridia, et sa dégradation rapide en relation avec la formation et la 
maturation des spores suggèrent son utilisation en tant que source d’énergie et de carbone lors 
du processus de sporogénèse. 
Chez M. smegmatis le recyclage du glycogène pendant la phase exponentielle est 
essentielle à la croissance (Belanger et Hatfull, 1999). Chez M. tuberculosis, le glycogène est 
accumulé au cours de la phase stationnaire dans des milieux déficients en azote (Antoine et 
Tepper, 1969a) et sa production dépend du rapport azote/carbone. La source de carbone 
semble avoir un effet sur l’accumulation du glycogène. En effet, des différences quantitatives 
de production du glycogène ont été observées selon que le glucose ou le glycérol est utilisé 
comme source de carbone chez M. smegmatis. Chez Streptoccocus mutans, la production in 
vivo de glycogène est reliée au potentiel carcinogène de la nitrosoguanine (Tanzer et al., 
1976) et de façon plus générale à sa virulence (Spatafora et al., 1995; Spatafora et al., 1992; 
Tanzer et al., 1974). La relation entre la synthèse du glycogène, la virulence et la formation de 
biofilm a été mise en évidence chez un pathogène entéroinvasif, Salmonella enteridis 
(Bonafonte et al., 2000). Si le glycogène est nécessaire à la croissance chez M. smegmatis 
(Belanger et Hatfull, 1999), il ne l’est pas chez E. coli (Cattaneo et al., 1969; Govons et al., 
1969; Govons et al., 1973; Preiss et al., 1976), Salmonella typhimurium et Clostridium 
pasteurianum (Darvill et al., 1977) pour lesquels des mutants déficients pour la synthèse du 
glycogène ont pu être réalisés. De plus, l’analyse du génome d’autres bactéries montre 
l’absence des gènes glgA, glgB et glgC connus comme étant impliqués dans la biosynthèse du 
glycogène (Henrissat et al., 2002). La plupart de ces bactéries sont des parasites symbiotiques 
ou parasites stricts (Henrissat et al., 2002) pour lesquelles la biosynthèse de glycogène ne 
serait pas requise. 
Chez les mammifères, la plus grande réserve de glycogène se situe dans le foie et le 
muscle squelettique. Cependant, il se retrouve en moindre quantité dans d’autres tissus tels 
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que le cerveau, le thymus, la peau et les ostéoblastes (Brown, 2004). Le glycogène sert de 
réservoir énergétique dans le muscle et de donneur de glucose dans les cellules hépatiques. In 
vivo, ce rôle du glycogène dans le muscle et dans le foie est clairement défini et les 
dysfonctionnements des enzymes impliquées dans sa synthèse et sa dégradation peuvent être à 
l’origine de maladies graves. Peu d’informations existent dans la littérature concernant une 
fonction autre que celle de réserve énergétique.  
Les travaux de Takaya et al. (1998), mettent en évidence l’effet antitumoral de 
fractions de glycogène de crustacées. Cette activité semble reliée à l’ultra-structure du 
glycogène, puisque le glycogène fortement branché avec de courtes chaines externes est plus 
immunogène. D’autres auteurs Ryoyama et al. (2004) ont montré que le glycogène de 
synthèse facilite la sécrétion d’oxyde nitrique (NO) et de TNF-α par les macrophages de la 
lignée J774.1 et qu’in vivo son administration contribue à prolonger la survie de souris 
porteuses de tumeur. Ces effets in vitro ont été confirmés par des travaux récents de Kakutani 
et al. (2007). Ces auteurs utilisant des cellules de la lignée RAW264.7 stimulée par du 
glycogène montrent une production de NO, TNF-α et IL-6 mais que cette production est 
dépendante de la masse du glycogène utilisé. En effet pour que le glycogène soit 
immunomodulateur, il faut que les cellules soient activées par l’IFN-γ pour permettre 
l’incorporation de glycogène dans les cellules. Ces effets du glycogène sont bien sûr 
intéressants dans la mesure où des effets antitumoraux ont été observés pour le glucane 
mycobactérien, et ils montrent une relation entre la structure du polysaccharide et son activité. 
 
4.3. Métabolisme du glycogène 
 
4.3.1 La synthèse du glycogène 
 
La synthèse du glycogène est induite de façon précoce chez la plupart des 
microorganismes en fin de phase exponentielle avant même l’épuisement de la source de 
carbone dans le milieu. Cette synthèse se caractérise par une co-induction de l’ensemble des 
gènes impliqués dans le métabolisme du glycogène. On observe en effet un parallèle entre la 
synthèse du glycogène et l’induction de la transcription des gènes du métabolisme. 
La voie de biosynthèse du glycogène des bactéries, plus particulièrement celle d’E. 
coli, a fait l’objet de nombreuses études (Preiss, 1984; Preiss et Romeo, 1989; Romeo et al., 
1988). Chez E. coli, Salmonella typhi et Salmonella typhimurium le locus glycogène est 
organisé en deux opérons adjacents transcrits de façon unidirectionnelle. La biosynthèse du 
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glycogène chez les eucaryotes, les bactéries et celle de l’amidon chez les végétaux est 
subdivisée en trois étapes que sont l’initiation, l’élongation et le branchement. Du fait des 
différences dans l’initiation de la synthèse du glycogène ou de l’amidon, il conviendra pour 
cette étape de différencier mammifères et levures d’une part, des bactéries et végétaux d’autre 
part (Figure 13). 
 
 
Figure 13 : Classification des organismes en fonction du nucléoside utilisé lors de l’initiation de la synthèse 
du glycogène ou de l’amidon. 
a) L’étape d’initiation 
 
* Chez les mammifères et les levures 
 
Selon Whelan (1976) le « primer » pour l’initiation de la synthèse du glycogène serait 
un maltooligosaccharide. Auparavant, (Krisman et Barengo, 1975), incubant des extraits de 
foie avec de l’UDP-Glucose marqué au 14C, ont montré la formation d’un produit ressemblant 
au glycogène mais précipitable à l’acide trichloroacétique. Ceci a conduit à l’hypothèse selon 
laquelle le primer ne serait pas un maltooligosaccharide libre mais une protéine sur laquelle il 
se trouve lié de façon covalente et capable ainsi d’initier la synthèse du glycogène. 
L’implication de la glycogénine comme étant une protéine liée par la tyrosine de façon 
covalente au glycogène a été prouvée par Whelan dix années plus tard.  
Des glycogénines ont été isolés chez les mammifères (Mu et al., 1997; Zhai et al., 
2001) et chez Saccharomyces cerevisiaie. S. cerevisiae possède deux gènes glg1 et glg2 
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codant pour Glg1p et Glg2p, et la mutation d’un des gènes n’a aucun effet sur l’accumulation 
du glycogène tandis que la double délétion entraîne une absence de synthèse de glycogène, ce 
qui indique qu’une molécule initiatrice est nécessaire pour le début de cette synthèse. 
 La glycogénine est capable de synthétiser du glycogène a partir de l’UDP-glucose 
(Alonso et al., 1995a; Breckenridge et Crawford, 1960), par contre, elle n’est pas capable 
d’utiliser l’ADP-glucose ou le CDP-glucose (Alonso et al., 1995b). 
 
* Chez les bactéries 
 
A ce jour, à l’exception de Neurospora crassa (Magalhaes de Paula et al., 2005), l’analyse du 
génome des bactéries ne montre pas de similarité suffisante avec les séquences codant pour la 
glycogénine de mammiféres ou de levure, ce qui suggère une autre façon de d’initier la 
synthèse du glycogène. Il en est de même pour la synthèse de l’amidon chez les végétaux. 
Chez les bactéries le métabolisme du glycogène est réalisé par un ensemble de gènes 
organisés sur un seul opéron ayant deux régions promotrices. En général deux groupes de 
gènes adjacents glgBX et glgCAP sont caractérisés. 
 
 
Figure 14 : Cluster de gènes impliqués dans la biosynthèse du glycogène d’E. coli et environnement 
génétique des gènes candidats chez M. tuberculosis et C. glutamicum 
 
C’est le cas en particulier chez E. coli (Figure 14). A la différence de « l’opéron glycogène » 
d’E. coli, certaines espèces présentent en plus d’autres protéines. C’est le cas chez certaines 
espèces de Bacillus où les gènes codant pour les enzymes de biosynthèse du glycogène sont 
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organisés en opéron noté glgBCDAP (Kiel et al., 1994; Takata et al., 1997). Le métabolisme 
du glycogène étant largement décrit chez E. coli, nous exposerons de façon plus détaillée 
l’ensemble de ses étapes de biosynthèse et terminerons cette partie par les protéines 




La formation de liaison glucosidique des glucoconjugués utilise dans certains cas le 
transfert d’un nucléoside phosphate vers un accepteur. Lors de la synthèse du glycogène, 
l’activation du glucose sous forme d’ADP-glucose, réaction entre l’ATP et l’α-glucose-1-P, 
est catalysée par l’ADP-glucose pyrophosphorylase (E.C.2.7.7.27) ou GlgC (Preiss et al., 
1973; Shen et Preiss, 1965). 
Chez B. stearothermophilus, l’activité des protéines GlgC et GlgD a été déterminée du fait de 
leur homologie de séquence avec les autres ADP-glucose pyrophosphorylases. In vitro et in 
vivo, ces deux protéines interviennent dans la synthèse du glycogène et présentent chacune 
une activité ADP-glucose pyrophosphorylase. Cette activité est plus importante lorsque les 
deux enzymes (GlgC et GlgD) sont coincubées (Takata et al., 1997). Ces résultats suggèrent 
que l’ADP-glucose pyrophosphorylase de certaines espèces de Bacillus est une enzyme 
hétérodimérique. Selon Takata et al., l’hétérodimérisation probable de l’ADP-glucose 
pyrophosphorylase serait à l’origine de la différence d’organisation du « cluster » glycogène 
entre B. stearothermophilus et E. coli (Takata et al., 1997). Chez Agrobacterium tumefaciens 
et Rhizobium tropici, il existe une phosphoglucomutase (Pgm) dans l’opéron glycogène 
(Marroqui et al., 2001; Ugalde et al., 1998) qui isomérise le glucose-6-P en glucose-1-P. La 
Pgm est nécessaire non seulement pour la formation de l’ADP-glucose en tant que donneur de 
sucre pour la biosynthèse du glycogène mais aussi pour celle de l’UDP-glucose qui constitue 
le donneur de sucre lors de la formation d’exopolysaccharides chez des espèces symbiotiques 
(Lepek et al., 2002; Marroqui et al., 2001). 
L’étape d’initiation est l’une des plus importantes dans le contrôle de la production du 
glycogène. Pour leur activité, ces protéines ont besoin de la présence de cations divalents 
(Mg2+) et la plupart d’entre elles sont régulées de façon allostérique par des petites molécules 
effectrices (Ballicora et al., 2003, 2004; Ghosh et Preiss, 1966). De plus, les synthèses de 
glycogène bactérien et de l’amidon chez les plantes sont modulées par la disponibilité de 
l’ATP mais aussi par l’accumulation de métabolites caractéristiques de l’équilibre entre la 
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source de carbone et le niveau énergétique dans la cellule. Ainsi, chez E. coli, le Fructose-1,6-
di-phosphate est un puissant activateur alors que l’AMP est inhibitrice. Chez les végétaux 
photosynthétiques, l’ADP-glucose pyrophosphorylase est activée par le 3-phosphoglycérate et 
inhibée par le phosphate inorganique Pi (Ballicora et al., 2004). 
 
b) L’étape d’élongation 
 
 Le transfert du glucose à partir de l’ADP-glucose sur l’extrémité non réductrice des 
courtes chaines linéaires d’anomérie α et de type (1-4)-glucose ou sur des maltodextrines est 
assuré par la glycogène synthase, GlgA (E.C.2.4.1.21 ; réaction 2). Cette étape est commune 




Il existe cependant des espèces capables d’allonger et d’accumuler de larges structures de type 
α-(1→4)-glucosyle à partir du maltose ou du saccharose comme source de carbone grâce à la 
présence d’amylomaltase ou d’amylosaccharase. Ces enzymes se passeraient du glucose 
activé sous forme ADP-glucose ou UDP-glucose comme donneur d’unités glucosyle. De 
telles structures et de telles enzymes ont été mises en évidence dans certaines souches de 
Neisseria et de Streptocoques. 
 
c) L’étape de branchement 
 
 La formation des liaisons α-(1→6), qui représentent environ 10 % de l’ensemble des 
liaisons présentes dans le glycogène constitue la dernière étape de l’anabolisme du glycogène. 
Elle implique une hydrolyse à partir des extrémités non réductrices des oligosaccharides 
précédemment formés et une transglucosylation en position 6 du glucose. Ces deux réactions 
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L’activité de branchement est décrite chez différentes espèces productrices de 
glycogène ou d’amidon. La plupart des bactéries et les espèces animales ne possèdent qu’une 
enzyme de branchement, tandis que deux enzymes de branchement notées SBEI et SBEII 
présentant des spécificités différentes de substrats sont retrouvées chez les végétaux. Chez 
Streptomyces coelicolor deux enzymes de branchement existent, GlgBI et GlgBII (Schneider 
et al., 2000). 
 
4.3.2 La dégradation du glycogène 
 
Etant donnée la structure du glycogène, sa dégradation peut suivre divers mécanismes. 
Elle peut se faire par l’élimination successive d’un résidu monoglucosylé à partir de 
l’extrémité nonréductrice conduisant à la formation de dextrines limites (Figure 15). Cette 
étape est réalisée par la glycogène phosphorylase (GlgP ou GlgY ; E.C.2.4.1.1) appartenant à 
la famille des enzymes de dégradation qui catalyse la production du glucose-1-P à partir du 
glycogène, de l’amidon et de maltodextrines (Alonso-Casajus et al., 2006; Buchbinder et al., 
2001; Chia et al., 2004; Hudson et al., 1993).  
Si le rôle de la glycogène phosphorylase dans la dégradation du glycogène est bien 
étudié chez les mammifères (Bollen et al., 1998; Massillon et al., 1995), son rôle a été peu 
étudié chez les bactéries. Chez E. coli, elle ne semble pas jouer un grand rôle dans la 
dégradation du glycogène (Palmer et al., 1973). Elle se limiterait à la dégradation des chaines 
les plus externes mais en combinaison avec GlgX, GlgP participe à une dégradation lente et 
complète du glycogène. Des études plus récentes ont permis de mettre en évidence in vivo 
l’impact de la délétion de glgP dans la structure du glycogène bactérien (Alonso-Casajus et 
al., 2006). Chez mutant ∆glgP d’E. coli, on observe après hydrolyse à l’isoamylase une 
augmentation des chaînes de degré de polymérisation allant de 13 à 30 résidus comparée à la 
souche sauvage, la longueur des chaines prédominante étant comprise entre 7 et 8 résidus 
glucose. 
 Une autre façon de dégrader le glycogène passe par l’hydrolyse des liaisons α-(1→6) 
conduisant à la formation d’oligosaccharides α-(1→4) de longueur de chaîne variable. Une 
telle activité α-amylase est due à GlgX (enzyme de débranchement). Chez les bactéries et 
dans le foie de mammifères, une seule isoforme de GlgX existe alors que le muscle peut en 
contenir jusqu’à 4. 
 A coté de gènes dont les produits sont connus pour être impliqués soit dans la synthèse 
(GlgC, GlgA et GlgB) soit dans la dégradation (GlgX et GlgP noté également GlgY), il en 
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existe un certain nombre, généralement non ubiquitaires, notés glgR, glgQ, glgE et glgS dont 
les produits ont fait l’objet de peu d’études. Les gènes glgR, glgQ seraient impliqués dans la 
régulation transcriptionnelle (Romeo et Preiss, 1989). La résolution de la structure de GlgS 
par RMN a mis en évidence la présence d’un domaine PSBD (Peripheral Subunit-Binding 
Domain) similaire à celui du dihydrolipoyl-acyltransférase (E2), impliqué dans l’interaction 
protéine-protéine (Kozlov et al., 2004). Pour ces auteurs, l’augmentation de la production de 
glycogène suite à la surexpression de GlgS serait liée au fait qu’elle favoriserait l’interaction 
entre protéines de synthèse du glycogène (GlgC et GlgA) grâce au domaine PSBD. Cependant 
une interaction protéine-protéine entre GlgC et GlgA n’a jamais été démontrée. 
Chez les mycobactéries, l’importance de la dégradation du glycogène a été étudiée 
chez M. smegmatis par Belanger et Hatfull (1999). La mutation du gène glgE codant pour une 
glucanase putative entraine une accumulation de glycogène dans la souche SMEG53. Cette 
accumulation est d’autant plus importante que la température de croissance est élevée. Ces 
auteurs montrent que l’accumulation du glycogène est responsable de l’absence de croissance 
dans le milieu de culture 7H10 de la souche SMEG53 par complémentation avec le gène 
sauvage glgE ou surexpression du gène garA. Toutefois, le rôle précis de glgE et de garA 
dans la synthèse et la dégradation du glycogène reste à préciser chez les mycobactéries. Par 
analogie avec ce qui est connu chez E. coli, où glgX code pour une enzyme de débranchement 
en opéron avec glgB, chez M. tuberculosis l’homologue putatif, codé par Rv1564c se situe 
très loin de glgB (Rv1326c) et serait remplacé par glgE (Rv1327c) codant pour une hydrolase 
putative.  
 




Figure 15 : Schéma récapitulatif du métabolisme du glycogène et de la biosynthèse du tréhalose 
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4.3.3 Cas des Corynébactéries 
 
Dans l’équipe, Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) a largement contribué à 
l’étude de la biosynthèse des composés de l’enveloppe des mycobactéries, surtout lorsqu’elle 
porte sur des enzymes dont l’essentialité est prédite et/ou prouvée chez les mycobactéries. 
Cette espèce présente l’avantage de posséder une enveloppe de structure plus simple mais 
proche de celle des mycobactéries (Puech et al., 2001). Le fait qu’elle soit non pathogène et à 
croissance rapide permet une réduction des contraintes de manipulation et un gain de temps. 
Son génome a été entièrement séquencé depuis 2003 (Kalinowski et al., 2003). L’analyse du 
génome de C. glutamicum met en évidence les différentes protéines putatives homologues de 
celles impliquées dans le métabolisme de glycogène d’E. Coli (Figure 14). Ces protéines sont 
codées par cg1269 (glgC), cg1268 (glgA), cg1381 (glgB), cg1382 (glgE), deux gènes glgP 
cg1479 et cg2289 et en fin cg2310 (glgX). 
En 2007, le groupe d’Eikmanns en Allemagne a muté les gènes cg1269 et cg2310 et 
caractérisé les enzymes (Seibold et al., 2007; Seibold et Eikmanns, 2007). Ces auteurs 
montrent des différences d’activité l’ADP-glucose pyrophosphorylase en fonction des sources 
de carbone utilisé dans le milieu de culture. Cette activité est beaucoup plus importante 
lorsque les extraits acellulaires proviennent de cellules cultivées dans un milieu minimum 
avec du glucose comme source de carbone. Les mêmes travaux montrent que la mutation de 
glgC n’entraîne pas une perte totale de l’activité ADP-glucose pyrophosphorylase. Cette 
activité résiduelle est interprétée comme résultant de l’activité du gène cg1607 codant pour 
une pyrophosphohydrolase chez C. glutamicum (Kalinowski et al., 2003). De façon indirecte 
par mesure de la libération de glucose par hydrolyse du glycogène sous l’action de 
l’amyloglucosidase ces auteurs montrent que NCgl1269 est bien l’enzyme responsable de 
l’étape d’activation de la biosynthèse du glycogène. Cependant, mesurer la quantité de 
glycogène produite par une souche par dosage enzymatique à partir du glucose libéré reste 
une méthode dans laquelle un biais peut être introduit par le fait que le glucose peut soit 
provenir de l’apport exogène en sucre à partir du milieu de culture ou de l’absence de 
spécificité de l’amyloglucosidase vis à vis d’autres sucres. En effet, lors de la caractérisation 
des différentes voies de biosynthèse du tréhalose chez C. glutamicum, Tzvetkov et al. (2003) 
montrent par mesure de glucose libéré après traitement à l’amyloglucosidase des extraits 
cellulaires que pour environ 68 µg de glycogène/mg de poids sec bactérien produit chez par la 
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souche sauvage, la souche délétée du gène glgA ne produit pas de glycogène dans le milieu 
BMC avec le saccharose comme source de carbone.  
Chez C. glutamicum, l’expression de l’UDP-glucose pyrophosphorylase d’E .coli se traduit 
par une augmentation de la biosynthèse du glycogène mais aussi par une augmentation de 
celle du tréhalose (Padilla et al., 2004). Cette augmentation pourrait être liée à l’utilisation de 
l’UDP-glucose au cours de la synthèse du glycogène mais cela n’a jamais été mis en évidence 
de façon expérimentale. Une telle relation entre voie de synthèse du glycogène et celle du 
tréhalose a été observée par Tzvetkov et al. (2003). En effet, la mutation du gène de la 
glycogène synthase se traduit par une diminution subséquente du tréhalose intracellulaire. Les 
deux gènes codant pour l’ADP-glucose pyrophosphorylase et la glycogène synthase sont 
adjacents (Tzvetkov et al., 2003). Ceci suggère que la synthèse du glycogène ne soit pas 
seulement réalisée à partir de l’ADP-glucose mais aussi de l’UDP-glucose, différemment de 
la plupart des bactéries. Une seconde explication serait l’existence d’une interférence entre le 
cycle de l’UDP-glucose et celui de l’ADP-glucose. Chez E. coli, l’existence d’une AspP 
(ADP-glucose pyrophosphohydrolase) qui hydrolyse l’ADP-glucose en glucose-1-P et AMP a 
été démontré (Moreno-Bruna et al., 2001) et l’augmentation de glycogène en relation avec 
l’induction de l’expression de l’UDP-glucose pyrophosphorylase d’E. coli, résulterait de 
l’action combinée de l’Asp et de l’ADP-glucose pyrophosphorylase.  
 
4.3.4 Régulation de la synthèse du glycogène 
 
L’accumulation de matériels de stockage n’énergie tels que le glycogène dans des 
conditions limites de croissance en présence d’un excès de source de carbone a été largement 
décrit chez les bactéries (Ishihama, 1999, 2000; Steiner et Preiss, 1977). Pour Holme (1957), 
chez E. coli Bl, le taux de croissance et l’accumulation de glycogène sont inversement 
proportionnels lorsque les bactéries poussent dans des milieux contenant du glucose et pauvre 
en azote. L’activité de GlgC, GlgA, GlgB augmente en présence de milieux riche contenant 
du glucose, et leur expression augmente lorsque la bactérie entre en phase stationnaire de 
croissance (Preiss, 1984). Lorsque le milieu est déficient en azote, le glycogène s’accumule et 
cette accumulation est fonction de la disponibilité de substrat et de la régulation allostérique 
de GlgC. En effet, l’expression de GlgC et GlgA est régulée par des signaux intracellulaires 
bactériens tel que l’AMPc/CRP, CsrA (Carbon Storage Regulator A) et ppGpp (guanosine 
tétraphosphate) (Romeo et Preiss, 1989; Romeo et al., 1993). Chez E. coli, le facteur CsrA 
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agit sur la production de glycogène en diminuant transcription des ARNms de glgA et glgC 
(Baker et al., 2002). 
L’accumulation du glycogène durant la phase stationnaire est également sous le 
contrôle du facteur RpoS (RNA Polymerase Sigma factor) connu comme facteur de 
reconnaissance de l’expression des gènes pendant le passage de la phase exponentielle à la 
phase stationnaire. En effet les mutants ∆rpoS produisent significativement moins de 
glycogène que la souche sauvage et cette différence de production serait responsable des 
différences de gradient de percolation entre le mutant ∆rpoS et la souche sauvage 
(Makinoshima et al., 2003). 
 
5. Autres composés riches en glucose des mycobactéries : les 
polyméthylglucoses 
 
Les mycobactéries produisent des polysaccharides fortement mannosylés et glucosylés 
que sont respectivement les polyméthylmannoses et les polyméthylglucoses. Ce sont des 
polysaccharides de type 3-O-méthyl-D-mannose pour les polyméthylmannoses (MMP) et de 
type 6-O-méthyl-D-glucose pour les polyméthylglucoses. Les MMPs sont composés d’une 
chaine linéaire de 11 à 14 unités mannose liés en α-(1→4) se terminant par un simple 
mannose à l’extrémité non réductrice et par un méthyl dans la partie réductrice (Maitra et 
Ballou, 1976). Il existe cependant une hétérogénéité liée à la présence d’isomères avec 1 ou 2 
mannoses non méthylés, souvent en milieu de chaine. Leur masse est comprise entre 1830 et 
2130 Da. Chez Streptomyces griseus une molécule similaire aux MMPs est produite mais à la 
différence des MMPs de M. smegmatis celui-ci est acylé (Harris et Gray, 1977).  
Les polyméthylglucoses (MGLP) sont constitués majoritairement de 3-O-
méthylglucose liés en α-(1→4). Les extrémités réductrices et non réductrices sont constituées 
respectivement de →4)-[α-(1→4)-D-Glcp]3-α-(1→6)-D-Glp-α-(1→ lié à la position 2 d’un 
acide glycérique et de 3-O-méthyl-D-Glcp-[α-(1→4)-D-Glp]3-α-(1→ (Figure 16). Certains 
résidus glucose de l’extrémité réductrice sont substitués en position 6 par du β-D-Glcp. On 
peut quelque fois trouver du 2-N-acetyl-2,6 dideoxy- β-D-Glcp à la place du β-D-Glcp pour 
certains MGLPs de M. bovis BCG (Tuffal et al., 1998). La masse moléculaire des composés 
majoritaires est d’environ 3,5 à 4 kDa et les MGLPs les plus longs (MGLP21,12 ; MGLP21,11) 
sont rencontrés chez M. xenopi (Maitra et Ballou, 1977; Tuffal et al., 1995). 
 




Figure 16 : Structure générale des différentes formes de MGLP de M. bovis BCG. Les MGLPs sont 
composés de résidus 6-O-méthylglucoses liés en α-(1→4 ) avec une extrémité nonréductrice constitué par 
un tétrasaccharide le 3-O-méthyl-D-Glcp-(α-(1→4 )-D-Glcp)3-α-(1→. Le tétrasaccharide →4)-(α-(1→4)-D-
Glcp)3-α-(1→6)-D-Glcp-α(→ lié à la position 2 du D-acide glycérique constitue l’extrémité réductrice. La 
position 3 de l’acide glycérique est estérifiée par un octanoacte. (u) correspond à un succinate qui estérifie 
les positions 6 de ces glycopyranoses, (1) correspond à une estérification par substitution par un acétyle, 
propionyle ou un isobutyryle (Tuffal et al., 1998). 
 
Ce sont des composés intracellulaires dont la distribution au sein des actinomycètes reste mal 
définie. Ils ont été largement étudiés chez M. phlei, M. xenopi, M. smegmatis, M. tuberculosis, 
M. bovis BCG (Gray et Ballou, 1971; Grellert et Ballou, 1972; Lee, 1966; Maitra et Ballou, 
1977; Saier et Ballou, 1968; Tuffal et al., 1995; Tuffal et al., 1998). Ces composés ont connu 
un intérêt particulier à cause de leur implication in vitro dans la biosynthèse des acides gras 
chez les mycobactéries, C. diphteriae et la levure (Ilton et al., 1971; Knoche et al., 1973; 
Machida et al., 1973; Vance et al., 1973). Lors de la synthèse des acides mycoliques, la 
formation de la chaîne alpha C22-24 à partir du C16 par le système FAS I serait influencée 
par les polyméthylpolysaccharides. Les premiers travaux d’Ilton et al. (1971) montrent que 
ces composés peuvent agir en tant que facteur de stimulation de l’activité FAS I (Fatty Acid 
Synthase). Ils montrent qu’à de faibles concentrations d’acétyl-CoA (20 µM), l’activité acide 
gras synthétase est augmentée d’environ 30 fois en présence de ces composés. Plus tard les 
travaux de Vance et al. (1973) montrent que si à de fortes concentrations d’acétyl-CoA (300 
CH2OH 
COOH 
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µM) les polysaccharides de méthylmannoses et de méthylglucoses stimulent de façon 
équivalente le système FAS I, à dose faible d’acétyl-CoA, les MMPs sont plus stimulateurs 
que les MGLPs. Il a été par la suite proposé que ces composés agissent en séquestrant les 
longues chaines d’acide gras et forment des complexes stœchiométriques 1:1 qui faciliteraient 
la libération de l’acide gras de FAS I (Bloch, 1977; Knoche et al., 1973). Les effets observés 
des formes méthylées des cyclodextrines α, β,et γ sur le système FAS I (Machida et al., 1973), 
la conformation hélicoïdale de ces molécules semblent indiquer que pour agir sur la 
biosynthèse des acides gras, les polysaccharides de méthylglucoses adopteraient une telle 
structure avec les groupements hydroxyles à l’extérieur de l’hélice laissant la cavité de 
l’hélice suffisamment hydrophobe pour interagir avec les acides gras (Knoche et al., 1973). 
Pour Bloch (1977), dans le cas des polyméthylglucoses, la présence de 11 groupements O-
méthyl en position 6 du glucose augmenterait fortement cette interaction avec les acides gras.  
Bien que leur effet sur le système FAS I ait été largement étudié, peu de choses sont connues 
concernant leur biosynthèse. 
 




Les glycosyltransférases catalysent d’importantes réactions de transfert de sucres des 
systèmes vivants. Elles sont impliquées dans le renouvellement de polysaccharides jouant un 
rôle de réserve ou de structure tels que la chitine, la cellulose, le glycogène et les composés de 
la paroi des micro-organismes. La médiation de l’information, la défense immunitaire, la 
reconnaissance entre cellules ou microorganismes et l’adhésion sont autant de processus dont 
la réalisation dépend de protéines ou d’anticorps souvent glycosylés. Des glycosylations 
aberrantes, qui ont leur origine dans un dysfonctionnement des glycosyl-transférases et/ou des 
glycosides hydrolases, se traduisent le plus souvent par des raccourcissements de chaines ou 
par une surexpression de structures normalement absentes ou discrètes à la surface des 
cellules ou organismes qui les synthétisent.  
Les mutations dans les glycosyltransférases se traduisent chez l’homme par différentes 
maladies telles que le syndrome de Gilbert, les syndromes de Crigler-Najjar de type I et II 
entre autres.  
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 La diversité structurale et fonctionnelle des glucides et glycoconjugués est liée à une 
grande variété d’enzymes capables d’agir sur ceux-ci et à leur répartition dans différents 
composants du vivant. Parmi ces enzymes on distingue celles qui sont capables de réaction de 
synthèse (glycosyltransférases), de modification (carbohydrate estérases) et de dégradation 
(glycosides hydrolases et les polysaccharides lyases). Sur le plan quantitatif, le séquençage de 
nombreux génomes a permis de révéler que les gènes dédiés aux seules fonctions de synthèse 
et de dégradation des sucres peuvent représenter 1 à 2 % du patrimoine génétique d’un 
organisme (Henrissat et al., 2000).  
 
6.2. Les glycosyltransférases 
 
6.2.1  Bases de la classification des glycosyltransfèrases 
 
Les glycosyltransférases (GTs ; EC 2.4.x.y) sont des enzymes qui transfèrent des 
sucres vers différentes cibles en formant des liaisons glycosidiques. Un système de 
classification des domaines catalytiques des glycosides hydrolases et transglycosidases en 
familles sur la base d’homologie de séquence d’acides aminés fut introduit par Henrissat en 
1991. Cette classification intègre les caractéristiques structurales et mécanistiques des 
enzymes. Elle fut par la suite étendue aux glycosyltransférases (Campbell et al., 1997). D’un 
point de vue réactionnel, ces enzymes qui catalysent les réactions de transfert de sous unités 
osidiques peuvent être classées sur la base de la stéréochimie de leur substrat et du produit 
formé. On compte actuellement 91 familles sur le serveur CAZY (Carbohydrate Active 
enZYme : http://www.cazy.org). Selon cette classification, les enzymes d’une famille 
présentent une même organisation globale de la structure tridimensionnelle résolue ou prédite 
et le même mécanisme catalytique. 
 
a) Cas des glucosyltransfèrases 
 
* Caractéristiques générales et classification 
 
Il convient dans ce chapitre de préciser que sous le terme de glucosyltransférases nous 
ne considérons que des enzymes dont la fonction est de transférer un ou des sous unités 
glucoses d’un donneur vers un accepteur. A la différence des glycosides hydrolases, elles sont 
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dépourvues de fonction lytique sur une liaison glycosidique entre deux résidus osidiques. 
L’intérêt que suscite ces dernières années l’étude des glycosyltranférases, hormis leur position 
centrale dans la biosynthèse des polysaccharides, est lié au fait qu’elles représentent 
d’importantes cibles thérapeutiques dans la lutte contre le cancer, les infections bactériennes, 
virales et fongiques. 
Elles présentent une faible homologie de séquence primaire (Altschul et al., 1997; 
Campbell et al., 1997; Wrabl et Grishin, 2001; Gaboriaud et al., 1987) et la comparaison de 
structures tridimensionnelles reste la méthode la plus adéquate pour établir une relation entre 
différentes protéines. Le mécanisme catalytique et les informations obtenues à partir de 
l’analyse de structures tridimensionnelles mettent en évidence le rôle important des résidus 
carbonylés des centres actifs des glucosyltransférases à la différence des glycosides 
hydrolases. Le motif DxD (D étant l’acide aspartique et x pouvant correspondre à n’importe 
quel acide aminé) rencontré dans beaucoup de glucosyltransférases (agissant par inversion ou 
rétention de configuration) (Breton et al., 1998; Breton et Imberty, 1999; Unligil et Rini, 
2000) est impliqué dans la liaison du cation divalent (Mn2+ ou Mg2+) et dans la catalyse. Elles 
adoptent en général deux types de repliements (Unligil et Rini, 2000) qui sont à l’origine des 
superfamilles GT-A et GT-B (Bourne et Henrissat, 2001). Quelques années plus tard des 
analyses bioinformatiques ont permis de mettre en évidence les superfamilles GT-C et GT-D 
(Kikuchi et al., 2003; Liu et Mushegian, 2003). 
La superfamille GT-A comprend des protéines faites de deux domaines β/α/β 
fortement associés qui tendent à former un domaine unique et contigu avec au moins huit 
brins β (Coutinho et al., 2003; Kikuchi et al., 2003). Certains auteurs la décrivent comme 
ayant un seul domaine Rosmann β/α/β. La comparaison des domaines catalytiques des 
différentes enzymes de la superfamille GT-A met en évidence la présence de deux régions 
structuralement bien conservées. Dans la partie N-terminale, se situe le domaine de liaison du 
nucléotide de type « rosmann fold » se terminant par le motif DxD alors qu’en C-terminal, les 
travaux de cristallographie révèlent la présence d’une région conservée comprenant les 
résidus interagissant avec le donneur et accepteur de l’ose (Boix et al., 2002; Persson et al., 
2001). Selon le mécanisme d’action, un ou les deux acides aspartiques du motif DxD 
interviennent dans la liaison du cation divalent (Mn2+ ou Mg2+) (Persson et al., 2001; 
Tarbouriech et al., 2001) alors que l’acide aminé variable est impliqué à la liaison du ribose.  
Les enzymes de la superfamille GT-B se caractérisent par la présence de deux 
domaines de type « rosmann fold » β/α/β reliés par une crevasse contenant le site catalytique. 
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Le motif E-X7-E (deux acides glutamiques séparés par sept acides aminés) est caractéristique 
de la famille et ces deux acides glutamiques interviennent dans la catalyse (Cid et al., 2000). 
Les enzymes des familles GT47 et GT64 possèdent à la fois les repliements des superfamilles 
GT-A et GT-B (Breton et al., 2006). 
Une autre différence entre ces deux superfamilles se situe dans la liaison du donneur de 
substrat. Elle se produit au niveau du domaine N-terminal des GT-A alors qu’elle se fait du 
coté C-terminal des enzymes dans la superfamille GT-B. Les différences de repliements entre 
les deux superfamilles ne contrôlent pas la stéréochimie de la réaction mis enjeu car des 
enzymes agissant par rétention de configuration présentent des repliements proches de celles 
qui agissent par inversion de configuration et vice-versa. 
La superfamille GT-C comprend 9 familles de protéines transmembranaires (Maeda et 
al., 2001), peu homologues avec une partielle conservation de la topologie transmembranaire. 
Dans ces protéines le motif DxD de la superfamille GT-A est modifié en ExD, DxE, DDx et 
DEx. D’un point de vue répartition, les enzymes de cette superfamille ne se rencontre pas 
chez les procaryotes à l’exception des actinomycètes producteurs de mycolates (Liu et 
Mushegian, 2003; Oriol et al., 2002). 
 
* Mécanismes d’action des glycosyltransférases utilisant un nucléoside comme 
donneur de substrat 
 
Persson et al. (2001) ont été les premiers à révéler la structure d’un complexe substrat 
et enzyme faisant des liaisons α-glycosidiques à partir d’un sucre activé d’anomérie α. Cette 
α-(1→4)-galactosyltransférase C (LgtC) de Neisseria meningitidis a donné le premier aperçu 
de la façon dont les liaisons glycosidiques avec rétention de la configuration anomérique sont 
synthétisées. L’absence d’information quant au mécanisme mis en jeu pour la synthèse des di, 
oligo, et polysaccharides est due aux difficultés liées à la fois à l’expression de ces enzymes 
qui le plus souvent sont associées à la membrane et aux problèmes liés à la caractérisation 
d’enzymes dont les substrats sont complexes et difficilement synthétisables. Les 
glycosyltranfèrases et glycosides hydrolases qui font des substitutions nucléophiles sont 
réparties en deux classes selon que la stéréochimie du substrat de départ est changée ou pas 
lors de la réaction. Dans le cas des glucosyltranférases dépendant des ND(T)P-sucres, le 
donneur de substrat est toujours de configuration α (Figure 17). 




Figure 17 : Mécanisme d’action des glycosyltransférases (Davies et Henrissat, 2002) 
 
On qualifiera le mécanisme de rétention de configuration lorsque la stéréochimie est 
inchangée (α→α) (Figure 17 b, c, d) et d’inversion lorsqu’on a un changement de 
stéréochimie (α→ β) (Figure 17 a). 
Si les mécanismes d’inversion de configuration est compréhensible du fait des 
positions opposées de l’activateur et du récepteur d’une part, de l’absence d’intermédiaires 
réactionnelles d’autre part, le mécanisme de rétention de configuration par les 
glycosyltransférases reste flou. L’analogie avec les glycosidases qui agissent par rétention de 
configuration suggère un mécanisme de double déplacement (Figure 17 b) avec la formation 
d’un intermédiaire glycosyl-enzyme covalent, mais un tel intermédiaire n’a jamais été 
démontré expérimentalement. En l’absence du β-galactosyl-enzyme ou de l’intermédiaire β-
galactosyl-substrat, Persson et al. (2001) proposent un mécanisme de type Sni (Sn2) où on a 
l’attaque nucléophile frontale par l’accepteur et départ simultanée de l’activateur. Ce 
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mécanisme est cependant très inhabituel. L’autre possibilité serait la formation d’un ion 
oxocarbenium (Figure 17d) à longue durée de vie comme proposé par Sinnott (1990) pour la 
glycogène phosphorylase et la LgtC de Neisseria meningitidis (Persson et al., 2001). 
 
b) Les glycosides hydrolases 
 
Les glycosides hydrolases (EC 3.2.1.x) sont les enzymes qui hydrolysent les liaisons 
O-glycosyl entre polysaccharides, entre la partie saccharidique et non saccharidique des 
polysaccharides avec une large gamme de spécificité de substrat. Face au nombre de plus en 
plus croissant de ces enzymes, une nomenclature basée sur la prédiction de séquence 
protéique a été proposée (Henrissat, 1998). On compte actuellement, sur le serveur CAZY, 
112 familles de glycosides hydrolases définies, réparties en 14 clans (GH-A à GH-N) sur la 
base de la présence de repliement particulier dans la protéine et la conservation du mécanisme 
catalytique. Dans cette partie nous ne nous intéresserons qu’aux enzymes de la superfamille 
des α-amylases. L’analyse des données structurales de cristallographie aux rayons X des α-
amylases (Machius et al., 1995; Matsuura et al., 1984; Morishita et al., 1997), des CGTases 
(Klein et Schulz, 1991; Strokopytov et al., 1995), l’oligo-1,6-glucosidase de Bacillus cereus 
(Watanabe et al., 1997) et de l’isoamylase de Pseudomonas amyloderamosa (Katsuya et al., 
1998) et des études de mutagénèse dirigée ont conduit à la définition d’un nouveau concept 
d’α-amylases. Ce sont des enzymes qui doivent satisfaire les conditions suivantes : (i) agir sur 
les liaisons de type α-glucosidiques, (ii) hydrolyser les liaisons α-glucosidiques pour produire 
des composés mono ou disaccharides d’anomérie α ou faire des réactions de 
transglucosylation comme attendu dans le cas de la synthèse du glycogène ou du glucane, (iii) 
avoir quatre régions fortement conservées et (iv) avoir les acides aminés Asp, Glu et Asp 
comme résidus du site catalytique devant correspondre avec l’Asp206, Glu230 et Asp297 de 
la Taka-amylase A. Les α-amylases regroupent les familles 13, 70 et 77 des glycosides 
hydrolases avec un large spectre de spécificité de substrats. 
 
* Variété de substrats et de réactions 
 
Dans cette partie, nous nous intéressons essentiellement à la superfamille des alpha-
amylases. Elles hydrolysent les liaisons α-(1→4) et/ou α-(1→6) de l’amidon. Ces enzymes 
qui hydrolysent et synthétisent de façon spécifique les liaisons glucosidiques de l’amidon 
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catalysent quatre types de réactions (Figure) : (i) hydrolyse des liaisons α-(1→4) ; α-amylase 
(EC 3.2.1.1) ; (ii) hydrolyse des liaisons α-(1→6) ; pullulanase (EC 3.2.1.41) ou isoamylase 
(EC 3.2.1.68); la transglucosylation pour former des liaisons de type α-(1→4) ; la 
cyclodextrine α-glucanotransférase (CGTase, EC 2.4.1.19) et une transglucosylation pour 
former des liaisons de type α-(1→6) ; 1,4-α-D-glucan :1,4-α-D-glucan-6-α-D-(1,4-α-D-
glucano)-transferase (enzyme de branchement, EC 2.4.1.18). Cependant, il existe des 
enzymes capables d’effectuer plus d’un type de réaction. Certaines pullulanases de bactéries 
thermophiles sont aussi bien spécifiques des liaisons α-(1→4) que des liaisons α-(1→6). Ces 
études montrent ainsi que les limites entre glucanohydrolases et glucanotransférases sont 
floues et qu’il existe des enzymes qui sont à la limite entre l’α-amylase et la 




Figure 18 : Représentation schématique de la relation entre les enzymes de la famille des α-amylases et le 
type de réaction mise en jeu d’après Kuriki et Imanaka (1999). 
 
* Organisation structurale des α-amylases 
 
Les premiers travaux de Nakajima et al. (1985) ont mis en évidence l’existence d’une 
forte homologie de séquence et la présence de quatre régions fortement conservées entre α-
amylases d’origines différentes. Ces régions sont en rapport avec le site catalytique et le site 
de liaison du substrat et s’organisent autour d’un tonneau (β/α)8 (Kuriki et Imanaka, 1999) 
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dont la présence a été élargie à tous les α-amylases (MacGregor et Svensson, 1989). En plus 
de ce domaine, d’autres domaines existent chez les α-amylases mais de façon moins 
ubiquitaire. 
 
* Le tonneau catalytique (β/α)8 ou domaine A 
 
Le tonneau catalytique de type (β/α)8 est présent chez les enzymes qui agissent sur l’amidon 
et/ou le maltose et les cyclodextrines (Figure 19). Il comprend environ 300 à 400 acides 
aminés répartis en 8 brins béta et hélices alpha, 7 hélices pour l’isoamylase (Katsuya et al., 
1998), séparés par des boucles. Les segments les plus conservés et les acides aminés 
catalytiques se retrouvent dans les boucles qui relient les brins β aux hélices α adjacentes. Ces 
segments varient en taille et en structure selon les enzymes et ils seraient en partie 
responsables de la remarquable diversité fonctionnelle des α-amylases (Jespersen et al., 
1993). Des travaux montrent que ces segments interviennent dans (i) la fixation du substrat 
dans une orientation favorable à la catalyse, (ii) l’assistance à l’étape de transition et (iii) 
l’induction de mécanisme trappe et la libération du substrat (Brayer et al., 1995; Brayer et al., 
2000; Qian et al., 1994; Qian et al., 1995; Ramasubbu et al., 1996; Ramasubbu et al., 2003). 
 
* Domaine B 
 
Il correspond à une insertion dans le tonneau (β/α)8, entre le brin β3 et hélice α3, de 
taille variable pouvant aller jusqu’à 250 acides aminés. Il présente une structure irrégulière 
qui varie d’une enzyme à l’autre et contribue dans la famille des α-amylases à la liaison de 
beaucoup de résidus aux substrats et au Ca2+. 
 
* Domaine C 
 
Situé juste après le domaine A, le domaine C ne renferme que des brins β (entre 5 et 8) 
organisés en feuillets antiparallèles (Klein et Schulz, 1991). Il est caractéristique des membres 
de la famille GH13 des glycosides hydrolases. Sur le plan fonctionnel, ce domaine 
interviendrait dans la stabilisation du tonneau catalytique en protégeant les résidus 
hydrophobes du solvant (Dauter et al., 1999; Lawson et al., 1994). Les travaux sur l’α-
amylase de Bacillus stearothermophilus suggèrent qu’il est nécessaire (Holm et al., 1990), 
mais pas toujours, à la stabilité et à l’activité de l’enzyme (Przylas et al., 2000). 





Figure 19 : Représentation schématique de la structure des enzymes de la famille des α-amylases (d’après 
(van der Veen et al., 2000) : Taka-amylase (α-amylase d’Aspergillus oryzae), CGTase (cyclodextrine 
glucanotransférase de Bacillus circulans), maltotétraohydrolase de Pseudomonas stutzeri, néopullulanase 
de Thermoactinomyces vulgaris et amylomaltase de Thermus aquaticus. 
 
* Autres domaines 
 
En plus des domaines A, B, C rencontrés chez les enzymes de la famille des α-
amylases, certains membres présentent des domaines additionnels situés du coté N-terminal 
de la néopullulanase de Thermoactinomyces vulgaris, de l’α-amylase maltogénique de 
Thermus sp ou C-terminal de la cyclodextrine glucanotransférase de Bacillus circulans. 
 
* La liaison de substrat et les mécanismes réactionnels des α-amylases 
 
Une des caractéristiques des α-amylases est la présence d'un ou de plusieurs modules. 
Ce sont des séquences contigües d’acides aminés avec un repliement intervenant dans la 
liaison aux polysaccharides, dans l’augmentation de l’affinité protéine-substrat et rarement 
dans l’activité de dégradation. La configuration anomérique des substrats est conservée après 
dégradation. Elle se fait par un mécanisme de double déplacement (McCarter et Withers, 
1994; Sinnot., 1990). Un groupement acide de l’enzyme va céder un proton à l’oxygène du 
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glucose et entrainer une scission de la liaison C1-O et conduire à la formation d’un ion 
oxocarbonium transitoire (Ly et Withers, 1999; Uitdehaag et al., 1999). Par la suite, il y a une 
attaque nucléophile de la partie « glycone » du substrat et formation d’un intermédiaire 
covalent β glycosyl-enzyme alors que la partie « aglycone » (partie réductrice du substrat) 
quitte le site actif. La deuxième partie de la réaction passe elle aussi comme pour l’étape 
précédente, par l’intermédiaire d’un ion transitoire pour libérer un produit d’anomérie α. 
L’activation d’une molécule acceptrice (eau ou groupement hydroxyle d’un sucre) par action 
du groupement précédemment déprotoné va attaquer le β glycosyl-enzyme et libérer un 
composé de configuration α. Les travaux de Matsuura et al. (1984), montrent que l’activité 
catalytique nécessite la présence de trois résidus essentiels dans le site actif. Parmi ces 
résidus, l’acide glutamique va jouer le rôle de donneur de proton tandis que l’un des acides 
aspartiques agit en tant que nucléophile et le second serait impliqué dans la stabilisation de 
l’ion oxocarbenium et dans le maintien de l’acide glutamique dans une position favorable 
pour la protonation (Uitdehaag et al., 1999). 
Le site actif des enzymes de la famille des α-amylases est constitué de sous-sites de taille 
variable, pouvant contenir chacun un résidu glucosyle. En fonction des enzymes, le nombre et 
la nature des sous-sites dans le site actif est variable. Cependant la particularité commune à 
toutes les α-amylases est la présence de glucose d’anomérie α dans le sous site -1 et la forte 
conservation des résidus du sous-site. 
 
* Cas des enzymes de branchement 
 
Intervenant dans la synthèse de l’amidon et du glycogène, les enzymes de 
branchement (GlgB) (EC.2.4.1.18) clivent les liaisons α-(1→4) oligosaccharidiques à leur 
extrémité non réductrice pour faire des branchements en position 6 du glucose. Par leur 
action, elles augmentent le nombre des extrémités non réductrices, la solubilité du glycogène 
et de l’amylopectine et les rendent ainsi plus réactifs à la synthèse et à la dégradation (Abad et 
al., 2002; Takata et al., 1997). Chez les mammifères et la plupart des bactéries, une seule 
enzyme de branchement appartenant à la famille GH13 existe. Cependant, chez les 
cyanobactéries actuellement séquencées, on peut noter deux enzymes de branchement 
réparties dans les familles GH13 et GH57 (Murakami et al., 2006). Chez les plantes, les 
enzymes de branchement de l’amidon notées SBE (Starch Branching Enzyme) sont au 
nombre de deux mais certaines espèces en comptent trois. Elles sont réparties en deux groupes 
(groupes A et B) en fonction de l’extension de l’extrémité N-terminale. Les caractéristiques 
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enzymatiques distinctes (longueur de chaine des substrats, taille des chaines à transférer) sont 
fonction des différences entres les domaines C-terminaux et N-terminaux des enzymes (Abad 
et al., 2002; Borovsky et al., 1976; Guan et al., 1995; Guan et Preiss, 1993; Hamada et al., 
2002; Hong et Preiss, 2000; Kuriki et al., 1997). 
 
• Structure cristallographique 
 
Du fait de leur taille, la plupart des grosses protéines présentent des problèmes de 
conformation et de stabilité après purification. Ceci constitue très souvent un obstacle à la 
cristallisation. La seule structure cristallographique d’enzyme de branchement du glycogène 
actuellement disponible est celle de GBE (Glycogen Branching Enzyme) d’E. coli 
(N113GBE) tronquée de 112 acides animés dans sa partie N-terminale résolue à 2,3 Å (Figure 
20) (Abad et al., 2002). Ces auteurs avaient auparavent montré que mis à part la baisse 
d’activité de 40% pour la N113GBE, la préférence de substrat et les valeurs de Km sont les 
mêmes que l’enzyme native (Binderup et al., 2002). C’est une protéine à trois domaines. Le 
domaine N-terminal et C-terminal comptent respectivement 128 et 116 acides aminés, 
arrangés en sept brins β chacun. Le domaine catalytique (tonneau (α/β)8 compte 372 résidus 
allant de la position 241 à 612, constitué d’une alternance de brins β et de hélices α. Chez E. 
coli comme pour le tonneau (α/β)8 de Pseudomonas amyloderamosa (Katsuya et al., 1998), 
l’hélice H5 située entre les brins β5 et β6 est absente. 
 
Figure 20 : Structure tridimensionnelle de l’enzyme de branchement d’E. coli tronquée dans sa partie N-
terminale de 112 acides aminés (N113GBE) (Abad et al., 2002) 
I - Généralités  
 64 
 
Une des particularités de ce domaine chez les enzymes de branchement par rapport aux α-
amylases se situe au niveau des boucles β2/α3 et β5/β6 qui entourent le site catalytique. Ces 
boucles sont en effet plus courtes et présentent une cavité plus ouverte permettant la liaison de 
sucre tel que le glycogène. A la différence de l’isoamylase, de la CGTase et l’α-amylase qui 
possèdent un domaine B (Figure 19) entre le brin β3 et l’hélice α3 du tonneau α/β)8, l’enzyme 
de branchement d’E. coli ne présente pas un tel domaine. 
L’analyse des structures primaires et des structures cristallographiques aux rayons X 
des enzymes amylolytiques révèle la présence de sept résidus conservés : Asp335, His340, 
Arg403, Asp405, Glu458, His525 et Asp526 (numérotation de GBE d’E. coli). Les résidus 
Glu458, Asp405 et His340 bien que conservés présentent des orientations différentes de leur 
chaînes latérales. D’après la modélisation de la liaison de l’acarbose par GlgB (Abad et al., 
2002) et les travaux de Tao et al. (1989), les acides aminés Asp405 et Glu458 agiraient 
respectivement en tant que nucléophile et donneur de proton. 
 
* L’enzyme de branchement de M. tuberculosis : caractéristiques physico-chimiques et 
propriétés enzymatiques 
 
Chez M. tuberculosis, le gène Rv1326c code pour une protéine de 731 acides aminés 
annotée comme étant probablement une enzyme de branchement. Les études de prédiction de 
structure montrent qu’elle présente les quatre régions conservées de la famille des α-amylases. 
Peu d’informations sont disponibles concernant son activité de branchement et sa structure. 
La seule étude de caractérisation connue à ce jour dans la littérature est celle de Garg et al en 
2007. Ces auteurs ont, après surexpression de la protéine chez E. coli et purification, étudié 
l’activité de branchement en utilisant l’amylose comme substrat. Ils ont également déterminé 
les conditions de pH et de température optimales d’activité de l’enzyme et étudié l’effet des 
ions dans l’inhibition de cette activité. 
 
 







Le bacille de la tuberculose et les espèces apparentées présentent, à la surface de leur 
enveloppe, une variété de composés dont la singularité est remarquable parmi les bactéries. La 
compréhension de leur implication dans la survenue de la tuberculose revêt un caractère 
important pour la conception de nouvelles stratégies dans la lutte contre cette maladie. Les 
composés de l’enveloppe, et plus particulièrement ceux de la capsule, au vu de leur position la 
plus externe pourraient être ceux dont l’implication dans la pathogénie est déterminante. 
L’implication du glucane dans la pathogénie, composé le plus abondant de la capsule a été 
étudiée in vitro par l’équipe du Dr Daffé en collaboration avec celle du Dr Nisini en Italie. 
Toutefois aucune étude n’a été réalisée à ce jour à partir de mutants totalements déficients 
dans la production de glucane. Pour réaliser une telle étude, la connaissance de ou des voies 
de biosynthèse de ce composé s’avère indispensable. 
Dans la première partie de ma thèse, je me suis intéressé à mieux caractériser la 
différence entre le glucane extracellulaire et le glycogène intracellulaire chez M. bovis BCG ; 
travail initié dans l’équipe avant mon arrivée. En effet ces deux composés bien que similaires 
par leur structure, sont localisés à des endroits différents. De plus, aucun composé de type 
« glycogène-like » exposé à la surface n’a été décrit chez d’autres bactéries. La purification de 
ces deux composés et leur caractérisation par des techniques biochimiques réalisées soit sur le 
produit natif, soit après dégradation, nous ont permis de montrer des différences dans la 
structure de ces deux composés. Les résultats nous ont amené à de proposer un modèle ultra 
structural pour chacun de ces deux composés. 
Dans une seconde partie, je me suis intéressé à la détermination des voies de 
biosynthèse du glucane et du glycogène chez M. tuberculosis. L’objectif de ce travail consiste 
à examiner ces voies, et à obtenir des souches mutantes dont la production de glucane est 
altérée afin d’entreprendre des études sur le rôle du glucane in vivo. Des gènes candidats, 
définis par comparaison de leurs séquences protéiques avec celles de protéines d’E. coli 
impliquées dans la biosynthèse du glycogène, ont été délétés et le contenu en glucane et 
glycogène de la souche mutante ont été analysé. Cette étude nous a permis de mettre en 
évidence l’implication de certains gènes dans la biosynthèse soit du glucane soit du glycogène 
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soit des deux et d’effectuer des études de virulence. L’utilisation de C. glutamicum, au-delà 
des avantages que confère sa facilité d’utilisation, nous a permis de nous affranchir des 
difficultés d’inactivation du gène glgB, essentiel chez M. tuberculosis et candidat qui code 
pour l’enzyme impliquée dans l’étape de branchement lors de la synthèse du glucane et/ou du 
glycogène. L’orthologue de ce gène, tout comme ceux des gènes glgC et glgA ne sont en effet 
pas essentiel chez C. glutamicum et l’étude des mutants délétés dans ces gènes a permis de 
déterminer leur rôle. 
L’essentialité du gène glgB et son implication dans la biosynthèse du glucane et du 
glycogène étant démontrées, je me suis intéressé au cours de la dernière partie de ma thèse, à 
la structure de la protéine codée par ce gène par la cristallographie aux rayons X. 
Actuellement peu de données existent concernant la structure aux rayons X d’enzymes de 
branchement et résoudre la structure de cette protéine pourrait permettre d’effectuer un 
criblage in silico de molécules inhibitrices pour la conception de nouveaux antibiotiques. 
Après surexpression de la protéine chez E. coli, nous l’avons purifiée et avons effectué des 
essais de cristallogenèse. 
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2. Présentation des résultats 
 
2.1. Différences structurales entre le glucane et le glycogène de M. bovis 
BCG 
 
2.1.1. Contexte général de l’étude 
 
Les glucanes de M. tuberculosis et d’autres espèces de mycobactéries ont été purifiés et leur 
structure ont été caractérisées dans l’équipe (Lemassu et Daffé, 1994; Ortalo-Magné et al., 
1995). C’est un polymère d’unités glucose qui ressemble au glycogène du point de vue de 
l’enchaînement des résidus. Le glycogène mycobactérien a été décrit par Antoine et Tepper en 
1969a comme un polysaccharide fortement branché avec des chaînes plus courtes que celles 
du glycogène du foie humain ou d’E. coli. Le glucane est  branché tous les 5 ou 6 résidus par 
un mono ou un diglucoside (Lemassu et Daffé, 1994, Ortalo-Magné et al., 1995). Sa masse 
moléculaire apparente estimée par perméation de gel est de 106 Da alors que celle du 
glycogène est comprise entre 106-109 Da (Preiss 1984). Les travaux de Dinadayala et al. 
(2004) sur la structure du glucane de M. bovis BCG ont montré que les spectres RMN mono 
et bi-dimensionnelle du proton sont quasi-superposables à ceux du glucane de M. 
tuberculosis, contrairement aux résultats de Wang et al. (1995). Ainsi, les mycobactéries 
produiraient deux polysaccharides, le glucane et le glycogène, de structures proches mais de 
localisation différente, extra et intracellulaire, respectivement. La localisation extracellulaire 
et le relargage dans le milieu de culture pourraient amener à penser que le glucane serait un 
produit de dégradation du glycogène intracellulaire. Mais du fait qu’il n’ait été décrit que chez 
les mycobactéries et qu’il soit produit de façon abondante chez les espèces pathogènes, il 
s’avère nécessaire d’entreprendre des études ultra structurales pour mieux caractériser ce 
composé et préciser ses différences avec le glycogène. D’après les données de la littérature 
concernant le glycogène de M. tuberculosis (Antoine et Tepper, 1969a et 1969b) et celles 
concernant le glucane de divers espèces de mycobactéries (Dinadayala et al., 2004; Lemassu 
et Daffé, 1994; Lemassu et al., 1996 ; Ortalo-Magné et al., 1995) il est probable que les deux 
composés soient différents. 
La structure et la quantité de ces deux polysaccharides pouvant varier avec l’âge de la culture, 
il est nécessaire de réaliser cette étude comparative sur un même lot de culture. 
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Pathogenic mycobacteria such as Mycobacterium tuberculo-
sis, the causative agent of tuberculosis, are surrounded by
a noncovalently bound capsule, whose major carbohydrate
constituent is a glycogen-like α-glucan. In the present study
we compared the structures of the extracellular polysaccha-
ride to that of the ubiquitous intracellular glycogen. The
α-glucan was isolated from the culture medium of Mycobac-
terium bovis Bacille Calmette Gue´rin, the vaccine strain,
in which it is released whereas the intracellular glycogen
was obtained after the disruption of cells. The two puri-
fied polysaccharides were eluted from permeation gel at a
similar position but glycogen was less soluble and gave a
more opalescent solution in water than α-glucan. Combina-
tion of gas chromatography-mass spectrometry analysis of
partially O-methylated, partially O-acetylated alditols and
NMR analysis confirmed that both polysaccharides were
composed of →4-α-D-Glcp-1→ core, substituted at some
six positions with short chains. Degradation of polysac-
charides with pullulanase, followed by mass spectrometry
analysis of the resulting products, also showed that the two
polysaccharides do not differ in terms of lengths of branch-
ing. Interestingly, application of analytical ultracentrifu-
gation and dynamic light scattering to the mycobacterial
α-glucan and glycogen and their enzymatic degradative
products indicated that the α-glucan possessed a higher
molecular mass and was more compact than the glycogen
from the same species, allowing the formulation of working
structural models for the two polysaccharides. Consistent
with the models, the α-glucan was found to be less accessi-
ble to pullulanase, a debranching enzyme, than glycogen.
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Introduction
Tuberculosis remains one of the most serious health problems
worldwide and the most widespread infectious disease due to
a single agent, with an estimated one-third of the population
infected by Mycobacterium tuberculosis, the causative agent
of tuberculosis, and 2–3 million people deaths annually. While
the disease has always been a major health problem in devel-
oping countries, the recent re-increment in parts of industrial-
ized countries has led to energetic sanitary programs to fight
against mycobacterial infections. Although tuberculosis is one
of the oldest known diseases, the mechanisms developed by its
causative agent during the infection are not well understood.
M. tuberculosis and pathogenic mycobacterial species are not
only able to survive in their host, but they are also capable to
multiply in an hostile environment such as the macrophage, an
ability that is believed to represent one of the key steps of the
pathogenicity of these microorganisms.
The envelope of the tubercle bacillus, at the interface between
the pathogen and its hostile environment, is very complex. Al-
though mycobacteria are classified among the Gram-positive
bacteria, they possess an envelope structurally related to, but
probably more complex than, that of Gram-negative bacteria.
Schematically the mycobacterial envelope is composed of a
typical plasma membrane and a thick cell wall that consists of
a peptidoglycan covalently linked to the heteropolysaccharide
D-arabino-D-galactan, which in turn is esterified by long chain
(up to C90) α-branched β-hydroxylated fatty acids, called my-
colic acids (Daffe and Draper 1998). The unusual structure of
the cell wall confers to mycobacteria their impermeability to
small molecules that include nutrients and antibiotics (Nikaido
and Jarlier 1991). Additionally, the outermost compartment of
the cell envelope of pathogenic mycobacterial species consists
in a loosely bound structure called capsule (Daffe and Draper
1998). We have previously shown that the capsular material
is composed of carbohydrate and protein, with a tiny amount
of species- or type-specific lipids (Ortalo-Magne et al. 1995;
Lemassu et al. 1996). Although part of this material is re-
leased into the culture medium of the in vitro-grown bacteria
(Ortalo-Magne et al. 1995), the capsular components are found
around the in vivo bacteria (Schwebach et al. 2002), proba-
bly retained by the phagosomal membrane (Daffe and Draper
1998). The major carbohydrate constituent of the capsule of
M. tuberculosis, representing up to 80% of the extracellular
polysaccharides, is an α-glucan that was recently shown to in-
duce monocytes to differentiate into altered dendritic cells, al-
lowing mycobacteria to evade immune host response (Gagliardi
et al. 2007). Mycobacterial α-glucan is composed of a →4-α-D-
Glc-1→ core branched every 5 or 6 residues by mono- and di-
glucosides, with a molecular mass estimated to be about 100,000
Da by gel permeation (Lemassu and Daffe 1994; Ortalo-Magne
c© The Author 2008. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oxfordjournals.org 502
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et al. 1995). The mycobacterial glycogen has been described
as a highly branched polysaccharide, with chains shorter than
those of glycogens isolated from Escherichia coli or human liver
(Antoine and Tepper 1969a). In eucaryotic cells the intracellu-
lar glycogen is formed by a tree-like structure of about 106–109
Da (Preiss 1984) and is less branched than the α-glucan. Thus,
mycobacteria, notably M. tuberculosis, produce two structurally
related highly branched glucans differing from one another by
their cell location. This raises the question of the origin and,
as a consequence, the structural differences between the two
polysaccharides. To address this latter point, the present study
was undertaken by comparatively analyzing the structural fea-
tures of the capsular α-glucan and the intracellular glycogen
purified from the vaccine strain Mycobacterium bovis Bacille
Calmette Gue´rin (BCG).
Results
Purification and determination of the glycosyl-linkage
composition and ring forms of the α-glucan and glycogen
from M. bovis BCG
Because the structural features of glycogen are known to be
age-dependent (Antoine and Tepper 1969b), the mycobacterial
α-glucan and intracellular glycogen analyzed herein were puri-
fied from the same culture batches. The α-glucan present in the
culture medium is believed to be derived from the capsular mate-
rial and shares the same structure with the latter polysaccharide
(Lemassu and Daffe 1994; Ortalo-Magne et al. 1995). Accord-
ingly, and for convenience, the α-glucan was extracted from the
macromolecules of the culture fluid as described (Lemassu and
Daffe 1994). The corresponding cells were disrupted and the in-
tracellular glycogen was recovered from the cytosolic fraction
by adding chloroform to the acellular extract in a glycine buffer
(Bueding and Orrell 1964). The purification process was mon-
itored by determining the carbohydrate content of the fractions
and by 1H-NMR analysis. That the polysaccharides were read-
ily pure was ascertained by dynamic light scattering (DLS). As
expected, this technique showed the monodispersity of polysac-
charides (data not shown). Gel permeation chromatography was
performed on polyacrylamide gel, to avoid contamination by
dextran originated from the sephadex column (Dinadayala et al.
2004). The two mycobacterial polysaccharides were included in
the Bio-Gel P-200 gel and gave a single chromatographic peak
(Figure 1).
The lyophilized mycobacterial glycogen forms particles, as
does the commercial rabbit glycogen, whereas the α-glucan ex-
hibits a downy aspect. Furthermore, when solubilized in water,
the intracellular mycobacterial glycogen was obviously more
opalescent and less soluble than the α-glucan. This difference
in solubility between the two polysaccharides was the first indi-
cator of a difference in terms of structure and/or ultrastructure.
Gas chromatography (GC) analysis of the trimethylsilyl
derivatives of the acid hydrolysis products of the purified
polysaccharides showed that both classes of compounds were
exclusively composed of Glc. GC-mass spectrometry (GC-MS)
analysis of the partially O-methylated, partially O-acetylated
alditols derived from the polysaccharides showed that both con-
sisted of the three expected types of residues, i.e., (i) terminal
Glc-(1→ residue (characteristic ions fragments observed in MS
in the electronic impact mode at m/z 161, 162, 118, and 205),
Fig. 1. Elution profiles of the α-glucan and glycogen from M. bovis BCG and
of standard polysaccharides on a Bio-Gel P200 column. The column was
eluted with acetic acid 0.5% and NaCl 0.1 M at a flow rate of 6 mL/h. Ve =
excluded volume.
(ii) →4)-Glcp-(1→ or 5-linked-Glcf (mass peaks at m/z 233
and 118), and (iii) →4,6)-Glcp-(1→ or 5,6-Glcf residue (peaks
at m/z 118 and 261). The pyranosyl conformation of the glyco-
syl residues that composed the polysaccharides was established
from the examination of the 13C-NMR spectra (data not shown)
that showed a signal at 100.5 ppm corresponding to the reso-
nances of anomeric carbons in α-glucopyranosyl units (Zang
et al. 1991; Dinadayala et al. 2004). The 1H-NMR spectra of
the polysaccharides (data not shown) were similar to those pub-
lished for the α-glucan of M. bovis BCG (Dinadayala et al. 2004)
and eukaryotic glycogen (Zang et al. 1991).
Determination of the molecular masses of the intact α-glucan
and glycogen of M. bovis BCG
The molecular mass of the α-glucan of M. tuberculosis was pre-
viously estimated to be about 100,000 Da by gel permeation
(Lemassu and Daffe 1994) whereas analytical ultracentrifuga-
tion has shown that the intracellular mycobacterial glycogen
exhibited a mass of 107 Da (Antoine and Tepper 1969a). Ac-
cordingly, the molecular masses of the two polysaccharides iso-
lated from M. bovis were comparatively investigated by the two
approaches. Unexpectedly, the α-glucan from M. bovis and the
commercial dextran T110 (estimated MM of 110,000 Da) ex-
hibited a different elution volume on the Bio-Gel P-200 column.
Furthermore, both the intracellular mycobacterial glycogen and
commercial rabbit glycogen were eluted from the permeation gel
at a position similar to that of the α-glucan (Figure 1). These data
indicated that gel permeation chromatography was not suitable
for estimating the molecular masses of polysaccharides such
as dextran T110 and glycogens, with apparent masses between
105 and 107 Da, probably because this technique is more related
to the sizes and spatial conformations than to the masses of
polysaccharides.
Analytical ultracentrifugation, a technique currently used for
determining the molecular weights of proteins, has been less fre-
quently used for polysaccharides, with few exceptions (Harding
2005). Among these is the work of Brammer and colleagues
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who have tentatively correlated the sedimentation coefficient
and the molecular masses of a number of saccharides (Brammer
et al. 1972). We first validated the technique by determining
the molecular masses of commercial samples, used as controls.
Using this technique we determined a sediment coefficient of
8.24 S and a molecular mass of 108 000 Da for the commercial
110 000 Da dextran (T110). Similarly, the rabbit glycogen gave a
sediment coefficient of 100 S, leading to a calculated molecular
mass of 7.0 × 106 Da. Both mass values are in good agreement
with those estimated by other techniques (Brammer et al. 1972),
validating the approach. Accordingly, analytical ultracentrifu-
gation was used to determine the sedimentation coefficients of
the glycogen and glucan purified from M. bovis BCG. The my-
cobacterial glycogen exhibited a sediment coefficient of 104 S,
which corresponds to a calculated molecular mass of 7.5 (±0.2)
106 Da, a value that was in the same order of magnitude than that
of the rabbit glycogen. Unexpectedly, however, in view of the
molecular mass determined by gel permeation, the α-glucan of
M. bovis BCG gave a sedimentation coefficient of 154 S, which
corresponds to a calculated molecular mass of 13 (±1.6) 106
Da, twice bigger than that determined for the glycogen of M.
bovis and 1000-fold larger than that estimated by gel permeation
chromatography (Figure 1).
Conformational analyses of the α-glucan and glycogen of M.
bovis BCG
We hypothesized that the difference observed between the
masses of the two polysaccharides by ultracentrifugation should
have an impact on other physical parameters of the compounds
and, accordingly, investigated additional gross structural fea-
tures of the polysaccharides by both polarimetry and DLS.
Several centrifugations were necessary to obtain reproducible
[α]D values for mycobacterial glycogen, probably because of
its low solubility while no such treatment was required for
α-glucan. Polarimetry is a powerful technique that is widely
used in carbohydrate analysis because it may be very infor-
mative. In the case of complex polysaccharides, however, the
optical rotations ([α]D) are more related to the gross confor-
mation of the compounds than to its sugar composition (Rees
1972). [α]D values of 170◦ and 75◦ were measured for the α-
glucan and glycogen of M. bovis BCG, respectively, validating
our assumption. Furthermore, the dynamic radii determined by
DLS for the two polysaccharides also showed that they differed
significantly from one another (Figure 2). The molecular ra-
dius of the α-glucan from M. bovis (27.9 ± 2.4 nm, Pd: 23%)
was significantly smaller than that of the intracellular glycogen
from M. bovis (35.2 ± 3.1 nm, Pd: 26%) (Figure 2). Applied
to the commercial rabbit glycogen and dextran T110, the radii
of 23.0 ± 0.1 nm (Pd: 28%) and 8.80 ± 0.02 nm (Pd: 20%),
respectively, were obtained (Figure 2), in accordance with their
molecular masses.
Branching of the polysaccharides
The observed differences in terms of molecular masses and
global conformations of the two polysaccharides may be at-
tributable to differences in branching. Accordingly, the lengths
of the six-branched chains in the two types of polysaccharides
from M. bovis were determined by matrix-assisted laser des-
orption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS of per-O-
acetylated fragments released after their digestion with pullu-
Fig. 2. Hydrodynamic radii of the α-glucan and glycogen purified from M.
bovis BCG, and of standard dextran T110 and rabbit glycogen estimated by
dynamic light scattering analysis. ∗∗P < 0.01. Nine to fifteen different batches
were examined for mycobacterial polysaccharides.
lanase, an enzyme that specifically hydrolyses Glc-α(1→6)-Glc
linkages (Dinadayala et al. 2004). The efficiency of the enzy-
matic hydrolysis was monitored by the disappearance of the
signal resonances at 5.00 ppm in the 1H-NMR spectra. The di-
gestion of Pullulan into triglucosides was used as the positive
control, whereas maltoheptaose, from which no degradation was
observed, was the negative control.
The digestion products of the α-glucan and intracellular
glycogen from M. bovis exhibited similar patterns, mainly of
2–6 residues; minor oligosaccharides with 7–9 units were also
present in the mixtures of per-O-acetylated oligosaccharides an-
alyzed (Figure 3). The presence of per-O-acetylated monogluco-
sides, undetected by MALDI-TOF analysis (because of the ma-
trix ion peaks recovering the corresponding signal expected at
m/z = 413), was established by thin-layer chromatography anal-
ysis of the degradation products of the two polysaccharides. No
higher oligosaccharide derivatives detectable by MALDI-TOF
analysis, whose detection limit is about 9000 Da (30 residues),
were observed in the mass spectra. These data indicated that
the two polysaccharides contained branched chains of similar
lengths.
The possible difference in branching was also examined
by 1H-NMR spectroscopy. As a difference in branching may
explain a difference of solubility between the two polysac-
charides, the integration ratios of signals corresponding to the
resonances of 4-linked or terminal α-D-Glcp-(1→6) anomeric
protons versus those terminal, branched or linear α-D-Glcp-
(1→4) anomeric protons were determined; these values would
reflect the branching ratios in the two polysaccharides. The spec-
tra of the glucan and glycogens were recorded and analyzed. The
two types of signals were observed at 5.38 ppm (attributable to
the resonances of terminal, branched or linear α-D-Glcp-(1→4)
anomeric protons) and 5.00 ppm (assignable to the resonances
of 4-linked or terminal α-D-Glcp-(1→6) anomeric protons). The
ratios determined for the α-glucan and glycogen from M. bovis
BCG were very similar [1/(9 ± 0.7) and 1/(8.8 ± 0.4)] but sig-
nificantly different from that of the commercial rabbit glycogen
[1/(13.6 ± 3.0)]. Thus, the difference in solubility between the
two polysaccharides isolated from M. bovis was not due to a
difference in branching.
To determine the lengths of the backbone chains, not
detectable by MALDI-TOF due to their sizes, these were ana-
lyzed by DLS. The completion of the enzymatic digestion was
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Fig. 3. Comparative MALDI-TOF mass spectra of the per-O-acetylated
oligoglucosides derived from pullulanase digestion of the α-glucan (A) and
glycogen (B) from M. bovis BCG. Annotated numbers correspond to the
number of glucosyl residues constituting the branching chains.
followed by 1H-NMR analysis. While the backbone of intra-
cellular M. bovis BCG glycogen exhibited a radius similar to
that of the commercial bovine, about 15 nm, the radius of the
M. bovis BCG α-glucan main chain (25 nm) was significantly
higher than that of glycogens (Figure 4).
Fig. 4. Hydrodynamic radii of the backbone chains of the α-glucan and
glycogen purified from M. bovis BCG, and standard commercial bovine
glycogen estimated by dynamic light scattering analysis after a complete
digestion of the polysaccharides by pullulanase as ascertained by the
disappearance of the signal resonances at 5.00 ppm (attributed to those of the
anomeric carbons of the sugar residues of the branched chains) in the 1H-NMR
spectra. ∗∗P < 0.01.
Fig. 5. Working structural models of the α-glucan (A) and glycogen (B) from
M. bovis BCG. α-D-Glc-1→4 of the main (backbone) chains, α-D-Glc-
1→4 of the short branching chains.
Altogether, the data point to structural differences between the
capsular α-glucan and the intracellular glycogen from M. bovis
BCG: the two compounds exhibit similar branching ratio but the
latter polysaccharide exhibits a higher hydrodynamic radius but
contains shorter backbone chains than α-glucan; furthermore,
the intracellular glycogen possesses a molecular mass estimated
to be half of that of the former, resulting in two different working
structural models (Figure 5).
Further conformational analyses of the α-glucan and glycogen
Based on the proposed models (Figure 5), we reasoned that a
difference between the mycobacterial polysaccharides should
exist in terms of access to the branched chains by enzymes.
Accordingly, we challenged the models by treating both the α-
glucan and intracellular glycogen purified from M. bovis BCG
with pullulanase for different time points and monitored the
evolution of the enzymatic degradation by following the disap-
pearance of the signal assigned to the resonances of anomeric
protons of branched residues at 5.00 ppm (relative to that cor-
responding to the resonances of the anomeric protons of both
terminal and linear units at 5.38 ppm) in the 1H-NMR spec-
tra of the polysaccharides. While a complete digestion of the
branched chains of the intracellular M. bovis BCG glycogen by
pullulanase was observed after only 1 day, 3 days of enzymatic
hydrolysis were required to fully degrade the α-1→6 linkages of
the α-glucan. The commercial glycogen from bovine source ex-
hibited an intermediate behavior. Consistently, when the sizes of
the resulting presumably degraded molecules were measured by
DLS, we observed a progressive diminution of the radius of the
degradative products. Taking into account the observed similar
branching ratios of M. bovis BCG α-glucan and glycogen, the
faster rate of enzymatic degradation of M. bovis BCG glycogen
is in agreement with the suggested expanded glycogen structure
compared to the compact structure for the α-glucan (Figure 5).
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Discussion
The well-established occurrence of a glycogen-like α-glucan in
the outermost compartment of the mycobacterial (Lemassu and
Daffe 1994; Ortalo-Magne et al. 1995; Dinadayala et al. 2004)
raised several important questions. Among these is the structural
relationship between the extracellular glucan and intracellular
polysaccharide glycogen. To address this question, the present
study comparatively investigated the structural features of the
two polysaccharides isolated from the same batches of M. bovis,
keeping in mind that the structure of glycogen varies according
to the bacterial growth phase. We first confirmed that the α-
glucan of this mycobacterial species exhibited a glycogen-like
structure based on the →4-α-D-Glc-1→ structure, with branch-
ing at some positions 6 (Dinadayala et al. 2004). Furthermore,
the lengths of the branched chains were found very similar to
those of the glycogen isolated from the same batches. These
data strongly suggest that the two polysaccharides share a com-
mon biosynthetic pathway, not only in M. bovis but also in other
mycobacteria examined so far in which similar structural fea-
tures were found for their α-glucans (Lemassu and Daffe 1994;
Ortalo-Magne et al. 1995; Lemassu et al. 1996). This hypoth-
esis is currently investigated by generating α-glucan- and/or
glycogen-less mutants.
Although very similar to glycogen in terms of primary struc-
ture, analytical studies, which include DLS, NMR, polarime-
try, and ultracentrifugation, revealed that the M. bovis α-glucan
exhibited a higher molecular mass and a smaller radius than
glycogen. These data fit well with a condensed structure for the
M. bovis α-glucan and the expanded structure for the glycogen
(Figure 5), which would explain the observed poor accessibility
of the α-glucan to the degradative enzymes, and consistent with
their different cell localization. These conformational differ-
ences would imply that the two polysaccharides possess specific
routes for their assembly. To reach its final surface location from
its synthesis compartment, virtually the cytosol, the α-glucan or
its precursor has to cross the complex cell envelope that includes
the unusual thick peptidoglycan–arabinogalactan–mycolic acid
complex. This process would induce many physical and bio-
physical constraints that may lead to the condensed structure
proposed for the α-glucan (Figure 5).
Another intriguing question raised by the surface exposure
of the glycogen-like α-glucan, a feature so far restricted to the
best of our knowledge to mycobacteria and related bacterial
genera, e.g., corynebacteria (Puech et al. 2001), is the physi-
ological function of the polysaccharide. Indeed, it is tempting
to postulate its involvement in the mycobacterial pathogenicity,
primarily because of its surface location and its abundance in
pathogenic mycobacterial species (Lemassu and Daffe´ 1994;
Ortalo-Magne´ et al. 1995; Lemassu et al. 1996). In this respect,
it was shown that the α-glucan mediates the interaction between
the host and the pathogen via the complement receptor type 3
(Cywes et al. 1997) and, as such, would be one of the surface
compounds that play a key role during the first stages of the
infection. Of possible importance is the fact that resembling
α-glucans have been described in the root of Angelica sinensis
(Cao et al. 2006) and in Pseudallescheria boydii (Bittencourt
et al. 2006), the former polysaccharide being involved in fungal
phagocytosis. This substantiates the idea that such polysaccha-
rides readily interact with the immune system. In that connexion,
an antiphagocytic activity has been attributed to the glycan-rich
capsule of M. tuberculosis (Stokes et al. 2004). More recently,
the mycobacterial α-glucan was shown to induce monocytes
to differentiate into altered dendritic cells that fail to express
CD1 and to upregulate CD80 and that produce IL10, but not
IL-12 (Gagliardi et al. 2007). Altogether, these data point to the
idea that the mycobacterial extracellular α-glucan contributes
to divert the immune host response. More generally, the amor-
phous and weakly soluble major capsular polysaccharide that
embeds pathogenic mycobacteria in the hostile environment of
the macrophage (Schwebach et al. 2002) may well contribute
to protect the bacilli against both chemical and physical aggres-
sions.
Materials and methods
Strain and growth conditions
The Pasteur strain of M. bovis BCG was grown on the syn-
thetic Sauton’s medium (Sauton 1912) as surface pellicles at
37◦C for 3 weeks. The culture media from the different batches
were collected separately for the purification of the α-glucans
whereas the corresponding cells pellicles were harvested for the
extraction of the intracellular glycogens.
Purification of polysaccharides
The α-glucan was purified from the culture medium as previ-
ously described (Lemassu and Daffe 1994). Briefly, the culture
fluid was filtered through a 0.22-µm Nalgen filter in order to re-
move bacteria, concentrated 10-fold and macromolecules were
precipitated by 6 volumes of cold ethanol overnight at 4◦C. The
precipitate was collected after centrifugation at 14,000 × g for
1 h, dissolved in distilled water, dialyzed for 1 day against wa-
ter to eliminate traces of salts and glycerol, lyophilized, and
weighed. The α-glucan content in the mixture of extracellular
macromolecules was estimated by sugar compositional analysis
by GC. Macromolecules were dissolved in NH4Cl 0.01 M at pH:
8.35 and loaded on a DEAE-trisacryl column (27 cm × 1 cm).
Neutral polysaccharides were eluted from the column by the
buffer alone whereas proteins were retained. The α-glucan was
separated from other neutral polysaccharides by gel permeation
chromatography on Bio-Gel P-200 (100–200 mesh, BioRad,
80 cm × 1 cm), eluted with a 0.5% acetic acid solution.
Cells were sterilized at 130◦C for 2 h, suspended in water,
and centrifuged twice at 1100 × g for 15 min to remove the
potentially remaining loosely attached α-glucan. The pellet was
homogenized in distilled water and cells were broken in a French
press (140 bars) to liberate the cytosol content. The supernatant
was centrifuged first at 1100 × g for 30 min, to remove un-
broken cells. The resulting supernatant was re-centrifuged at
27,000 × g for 15 min, to remove cell walls and cell envelopes.
The intracellular glycogen was extracted by adapting the pro-
cedure of Bueding et al. (Bueding and Orrell 1964). Briefly,
1 volume of 27,000 supernatant was mixed with 3 volumes of
glycine buffer (pH 10.5, 0.2 M) and two volumes of chloroform.
This mixture was decanted overnight at 4◦C. The upper phase
was removed and the lower phase was re-extracted three times
with 2 volumes of the glycine buffer. The aqueous phases were
pooled, concentrated, and ultracentrifuged at 100,000 × g for
4 h at 4◦C. The gelatinous residue was homogenized in 15 mL of
water, shaken for 15 min with 5 mL of a chloroform/1-octanol
3/1, v/v, and decanted. The upper glycogenic phase was aspired
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and the treatment with organic solvent mixture was repeated
for longer periods (30 min and then 150 min) until the disap-
pearance of the proteineous interphase. The aqueous phase was
then precipitated by 1 volume of cold ethanol overnight at 4◦C,
centrifuged for 1 h at 1500 g and lyophilized.
Determination of the sugar and glycosyl-linkage compositions
To determine the glycosidic composition, 20 µg of erythritol
was added to 100 µg of polysaccharides, which were hydrolyzed
with 200 µL of 2 M trifluoroacetic acid for 1 h at 110◦C. The
hydrolysate was dried under nitrogen, and the products were
trimethylsilyled according to Sweeley et al. (1963), solubilized
in petroleum ether and analyzed by GC using authentic stan-
dards for comparison. The sugar derivatives were analyzed on
a Hewlet–Packard 4890 gas chromatograph, equipped with a
nonpolar OV1 (12 m × 0.22 mm) capillary column and using
helium as the gas vector. The temperature program consisted of a
temperature increase from 60◦C to 100◦C at a rate of 20◦C/min,
followed by an increase from 100◦C to 290◦C at 5◦C/min.
The glycosyl-linkage composition of polysaccharides was de-
termined by analyzing the partially O-methylated, partially O-
acetylated alditol acetates by GC-MS. For this purpose, polysac-
charides were per-O-methylated according to Blakeney and
Stones (1985) and hydrolyzed with 2 M trifluoroacetic acid for
2 h at 110◦C. The resulting products were reduced with 200 µL
of NaBD4 (10 mg in 250 µL NaOH 5 N in 1 mL absolute
ethanol) for 1 h at room temperature. The reaction was stopped
by adding three drops of glacial acetic acid and the mixture
was dried. The resulting products were per-O-acetylated with a
pyridine/acetic anhydride (1/1; v/v) for 20 min at 110◦C, solubi-
lized in petroleum ether and analyzed by GC-mass spectrometry
(GC-MS).
Enzymatic degradation
Twenty microliters of pullulanase (4.2 mg/mL, EC 3.2.1.41,
Sigma) were added to 2 mg of polysaccharides solubilized in
1 mL of sodium acetate buffer (0.1 M, pH 5.6), and incubated
at 40◦C for 1, 2, and 3 days. After inactivation of the enzyme by
heating at 100◦C for 10 min, the products were dried. Analysis of
oligosaccharides constituting short chains (<30 sugar residues)
were done after per-O-acetylated as described above. An equal
volume (2 mL) of dichloromethane and water was added to the
mixture acetylated compounds, and then the organic phase was
washed twice by water, dried, and analyzed by MALDI-TOF
mass spectrometry or by thin-layer chromatography to analyze
monosaccharidic content. Analysis of the long oligosaccharide
fragments (>30 sugar residues) constituting the backbone of
the polysaccharides was achieved by DLS as described above,
upon the completion of the enzymatic degradation of branched
chains as ascertained by 1H-NMR.
Mass spectrometry analyses
The MALDI-TOF mass spectra were acquired on a Voyager-DE-
STR mass spectrometer (PerSeptive Biosystems, Framingham,
MA) equipped with a pulsed nitrogen laser emitting at 337 nm,
as previously described (Laval et al. 2001; Dinadayala et al.
2002). Pullulan and maltoheptaose were used as positive and
negative controls, respectively.
GC-MS analyses were performed on an HP 5889X mass spec-
trometer coupled with a HP 5890 series II gas chromatograph,
equipped by a OV1 column (12 m × 0.3 mm), with a temperature
program from 80◦C to 290◦C at 8◦C/min. Mass spectrometry
analyses were performed in the electron impact mode (70 eV).
Nuclear magnetic resonance (NMR) analysis
The 1H- and 13C-NMR analyses were performed on a Bruker
AMX-500 spectrometer at 500.13 MHz and 125.77 MHz, re-
spectively, using a 5-mm BBI probe, at 343 K in D2O. A basic
pulse program was used for the 1H-NMR spectra, without pre-
saturation of the HOD signal, in order to preserve the integration
of the signal at 5.00 ppm. A pulse of 45◦ was applied before a
2 s recycle delay. FID was recorded on 16 k points, and processed
by a sine-bell apodization function before Fourier transforma-
tion and integration. Bruker DEPT (distortionless enhancement
by polarization transfer) sequence was applied for 13C-NMR
analyses.
Determination of the molecular masses
The molecular masses were determined by two methods:
(i) gel permeation on Bio-Gel P200 (100–200 mesh, Bio-Rad,
80 cm × 1 cm) irrigated with 0.5% acetic acid in 0.1 M NaCl
at a flow rate of 6 mL/h. The elution was monitored by refrac-
tometry; (ii) ultracentrifugation performed using a Beckman
OptimaTM XL-A analytical ultracentrifuge equipped with an
analytical rotor An-55. All sedimentation velocity experiments
were carried out at 1 mg/mL of water, run at 10,000 rpm during
5 h at 20◦C, and analyzed by Origin 4.1 software.
Miscellaneous techniques
The polarimetric analysis was performed on a Perkin–Elmer
spectropolarimeter model 241, at λ = 589 nm, in the distilled
water solution (1 mg/mL) at 25◦C.
The DLS analysis was performed on a DynaPro-MS/X (Pro-
teinSolutions, Charlottesville, VA) using a 12 µL sample cell at
293 K. The experiments were conducted at 1 mg/mL of distilled
water, with an acquisition time of 200 s, and analyzed with
Dynamic V6 software. Nine to fifteen different batches were
examined for mycobacterial polysaccharides.
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Le glucane et le glycogène de M. bovis BCG, purifiés respectivement à partir du milieu de 
culture et des culots bactériens, ont été analysés. Les résultats des analyses biochimiques par 
RMN du proton ont permis de confirmer la structure établie par Lemassu et Daffé (1994) et 
Dinadayala et al (2004), à savoir un polymère de résidus glucose liés en α-(1→4), avec des 
ramifications en position 6. La détermination des masses moléculaires apparentes à partir du 
coefficient de sédimentation par ultracentrifugation analytique semble être la méthode la 
mieux adaptée, comparée à la perméation de gel. En effet, cette dernière pourtant 
habituellement utilisée pour l’étude des polysaccharides semble inadaptée dans notre cas pour 
différencier des composés dont les masses moléculaires sont estimées par ultracentrifugation 
analytique à 13 (±1,6)106 et 7,5 (±0,2)106Da, respectivement pour le glucane et le glycogène. 
Les analyses par polarimétrie ou par mesure de rayons hydrodynamiques par DLS (Dynamic 
Light Scattering) de la molécule entière et après dégradation à la pullulanase indiquent que 
ces composés diffèrent significativement (Tableau 2). De plus, la dégradation complète du 
glycogène par la pullulanase qui clive spécifiquement les liaisons α-(1→6) est plus rapide que 
celle du glucane. Ceci est en rapport soit avec l’accessibilité des liaisons à cliver, donc la 
conformation des composés, soit avec la taille des composés. Cependant, le rayon 
hydrodynamique du glycogène, plus important que celui du glucane, montre que la 
dégradation rapide du glycogène serait liée à une meilleure accessibilité de liaisons clivables 
par l’enzyme, donc à sa conformation.  
Ces résultats nous amènent à proposer un modèle structural montrant les différences 
ultrastructurales entre ces deux composés (Figure 21). Ces différences de conformation, au-
delà de l’aspect purement structural, semblent indiquer que le glucane, s’il est synthétisé à 
l’intérieur de la bactérie ou en partie à proximité de l’enveloppe, devrait adopter une 
conformation lui permettant d’atteindre la capsule ainsi que d’être relargué dans le milieu. 
Une autre question que soulève cette étude est celle de leurs voies de biosynthèse. Cette 
question fait l’objet de la deuxième partie de cette thèse. 








Figure 21 : Proposition de modèle ultrastructural du glucane et du glycogène de M. bovis BCG (d’après 
Dinadayala et al., 2008) 
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2.2. Etude de la biosynthèse du glucane et du glycogène chez M. 
tuberculosis 
 
2.2.1 Contexte général de l’étude 
 
Nos résultats ont montré que le glucane et le glycogène de M. bovis BCG sont proches 
structuralement mais diffèrents d’un point de vue ultrastructural. Chez M. tuberculosis, le 
glucane représente plus de la moitié de l’ensemble des polysaccharides capsulaires. De par la 
position du glucane à la surface de l’enveloppe (Lemassu et al., 1996; Ortalo-Magne et al., 
1996), son abondance chez les espèces mycobactériennes pathogènes, la présence de la 
capsule à l’intérieur du phagosome mycobactérien, le glucane pourrait intervenir dans les 
processus de pathogénèse. Ainsi, il a été montré que les bacilles pouvaient coloniser les 
cellules phagocytaires via la liaison du glucane au CR3 (Cywes et al., 1997). Récemment les 
travaux de Gagliardi et al, en collaboration avec l’équipe du Dr Daffé, ont montré 
l’implication du glucane dans la subversion de la réponse immunitaire en entraînant la 
production de cellules dendritiques immatures incapables de présenter des antigènes. Ces 
travaux ont été réalisés avec du glucane purifié. Afin de mieux comprendre le rôle du glucane 
dans la pathogénie, il parait intéressant d’analyser le comportement de mutants déficients dans 
sa biosynthèse. La construction de tels mutants nécessite de connaître les voies de 
biosynthèse. Outre l’étude du rôle du glucane dans la pathogénie, l’analyse de la biosynthèse 
de ce constituant de l’enveloppe s’inscrit aussi dans le cadre de la recherche de nouvelles 
cibles pour de nouveaux médicaments antituberculeux. En effet, l’éthambutol et l’isoniazide 
ont pour cibles principales les voies de biosynthèse respectivement de l’arabinogalactane et 
des acides mycoliques, composés majeurs de l’enveloppe de M. tuberculosis. Intensifier la 
lutte antituberculeuse du fait de l’apparition des souches multirésistantes implique la 
connaissance des voies de biosynthèse d’autres composés majeurs du bacille et leur utilisation 
en tant que nouvelles cibles thérapeutiques. Le glucane est un des composés de l’enveloppe 
dont la voie de biosynthèse n’a, à présent, pas fait l’objet d’étude connue. De plus si la 
biosynthèse du glycogène est bien décrite chez certaines bactéries, en particulier chez E. coli, 
nous ne disposons d’aucune information sur sa biosynthèse chez les mycobactéries. Etudier 
ces voies de biosynthèse permettrait de savoir si le glucane et le glycogène empruntent la 
même voie de biosynthèse et d’aborder la question du rôle du glucane dans la survenue ou le 
développement de la tuberculose par l’utilisation de mutants complètement ou partiellement 
déficients en glucane. 









Figure 22 : Voie de biosynthèse du glycogène chez E. coli et les orthologues chez M. tuberculosis des 
enzymes impliquées dans cette biosynthèse. 
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La synthèse d’un homopolymère de glucose comme le glucane ou le glycogène fait à priori 
intervenir des glucosyltransférases qui sont au moins capables de réaliser des liaisons de type 
α-(1→4) ou α-(1→6). La ressemblance structurale avec le glycogène d’E. coli laisse 
envisager l’action d’une protéine à double activité du type enzyme de branchement, capable 
d’hydrolyser des liaisons glycosyles α-(1→4) et de faire des transglucosylations en position 6 
du glucose plutôt qu’une simple liaison en 6. De ce fait l’initiation de la synthèse à partir de 
précurseurs de type nucléoside (ADP(UDP)-glucose) par l’ADP(UDP)-glucose 
pyrophosphorylase a été également envisagée. Les glycosyltransférases de M. tuberculosis 
répertoriées dans le serveur CAZY sont au nombre de 42. Seules 7 protéines et OtsA 
(Rv3490), appartenant respectivement aux familles GT4 et GT20, seraient capables d’utiliser 
un nucléoside comme donneur de glucose avec un mécanisme de rétention de configuration. 
Certaines de ces protéines ont été caractérisées. Il s’agit des mannosyltransférases : PimA 
(Rv2610c) (Kordulakova et al., 2002) et PimB (Rv0557) (Schaeffer et al., 1999) intervenant 
dans la biosynthèse des PIMs et des LAMs et MshA (Rv0486) impliquées dans la biosynthèse 
des mycothiols (Newton et Fahey, 2002). Les récents travaux de Lea-Smith et al. ont permis, 
de façon indirecte, chez Corynebacterium glutamicum de montrer l’implication du gène 
Rv2188c dans la biosynthèse des précurseurs de PIMs (Lea-Smith et al., 2008). Seuls les 
gènes Rv0225, Rv1212c et Rv3032 restent à caractériser.  
Afin d’identifier le ou les gènes responsable(s) de l’étape d’élongation du glucane 
et/ou du glycogène de M. tuberculosis, un alignement de la séquence de la glycogène synthase 
(GlgA) d’E. coli a été effectué. Cette méthode a permis de proposer les protéines Rv1212c et 
Rv3032, ayant des identités de séquence de 22 et 20% avec GlgA d’E. coli respectivement, 
comme candidat de l’étape d’élongation (Figure 22). Au vu de la localisation du gène Rv3032 
dans le génome de M. tuberculosis, l’implication du produit de ce gène dans la voie de 
biosynthèse des polyméthyleglucoses (MGLPs) a été envisagée. En effet les gènes adjacents 
Rv3030 et Rv3031, annotés respectivement comme codant pour une O-méthyltransférase 
putative et une α-amylase/4-glucane transférase putative, pourraient constituer avec Rv3032 
un cluster pour la synthèse des MGLPs. Récemment, le gène Rv1208 codant pour le glucosyl-
3-phosphoglycérate synthase responsable de la synthèse du précurseur a été caractérisé 
(Empadinhas et al., 2008).  
Pour l’identification des candidats à l’étape d’initiation et de branchement, la même 
démarche que précédemment a été adoptée (Figure 22). Ceci a permis d’identifier le gène 
Rv1213 qui code une protéine putative présentant une identité de séquence protéique de 48% 
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avec GlgC d’E.coli d’une part et d’autre part glgB (Rv1326c) et treZ (Rv1562c), dont les 
produits présentent respectivement une identité de séquence avec GlgB de 48% et 27%. 
Ces différents candidats ont été mutés, sauf glgB (Rv1326c) parce qu’essentiel, et le contenu 
en glycogène et glucane des mutants obtenus a été étudié. Le gène treZ (Rv1562c) codant 
pour une maltooligosyl tréhalose tréhalase (TreZ) est impliqué dans une des voies de 
biosynthèse du tréhalose (Tzvetkov et al., 2003, Tropis et al., 2005). Bien que son implication 
fût prouvée dans la biosynthèse du tréhalose, le contenu en glucane et glycogène du mutant 
H37Rv∆treZ a été analysé dès lors qu’il a été montré qu’une relation existait entre synthèse 
du glycogène et celle du tréhalose.  
 
b) Les analyses quantitatives et qualitatives du glucane et glycogène produits par les 
mutants des différents gènes candidats 
 
 Publication: Capsular glucan and intracellular glycogen of M. tuberculosis: 
Biosynthesis and Impact on the persistence in mice (2008). 
 Tounkang Sambou, Premkumar Dinadayala, Gustavo Stadthagen, Nathalie Barilone, 
Yann Bordat, Patricia Constant, Florence Levilain, Olivier Neyrolles, Brigitte Gicquel, Anne 
Lemassu, Mamadou Daffé and Mary Jackson 
Molecular microbiology. 70 (3), 762-774. (voir Annexe 1) 
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b.1.   Analyse du glucane 
 
* Analyse quantitative du contenu en glucane des mutants 
 
Le glucane, l’arabinomannane et le mannane sont les différents polysaccharides 
présents dans la capsule et ils sont en partie relargués dans le milieu de culture. Il a été 
auparavant montré que la structure du glucane de M. tuberculosis relargué dans le milieu de 
culture était identique à celle du glucane présent dans l’enveloppe (Lemassu et al., 1996). 
Pour apprécier la production du glucane par les différentes souches fournies par Mary Jackson 
(Institut Pasteur), nous utilisons la chromatographie en phase gazeuse. En effet cette méthode 
permet, après hydrolyse et per-O-triméthylsilylation, d’analyser le glucose (Glc) issu du 

















































































Figure 23 : Analyse quantitative de la production de glucane.  
 
Le rapport en glucose sur l’ensemble des oses présents (Glc/(Glc+Ara+Man)) permet 
d’estimer la proportion du glucane par rapport aux autres polysaccharides. Nous avions au 
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préalable montré, grâce à l’utilisation de l’érythritol comme étalon interne, que la proportion 
de mannose et d’arabinose restait inchangée quelles que soient les souches étudiées. 
 
- L’étape d’activation du glucose 
L’analyse des oses triméthylsililés par chromatographie gazeuse montre une diminution du 
rapport Glc/(Glc+Ara+Man) du mutant M. tuberculosis H37Rv∆glgC (H37Rv∆Rv1213) 
comparé à la souche sauvage (Figure 23). Ce rapport passe de 0,56 ± 0,07 chez la souche 
sauvage à 0,31 ± 0,02 chez la souche mutante. Cette baisse du rapport traduit une diminution 
de la production de glucane suite à la délétion du gène Rv1213. Cette délétion de Rv1213, 
bien qu’affectant la production de glucane, n’abolit pas totalement cette dernière. La 
complémentation du mutant par un plasmide contenant une copie du gène sauvage entraîne 
une restauration de la production du glucane. Le rapport passe alors de 0,31 ± 0,02 à 0,65 ± 
0,07 pour la souche complémentée H37Rv∆glgC/pVVglgC. Cette baisse de la production de 
glucane suite à la délétion de glgC et sa restauration chez la souche complémentée indique 
que GlgC (Rv1213), ADP-glucose pyrophosphorylase, intervient dans la biosynthèse du 
glucane, mais la présence résiduelle de glucane indique qu’elle n’est pas la seule enzyme 
impliquée dans l’étape d’initiation. Il existerait alors plus d’une voie d’initiation de la 
synthèse de ce polysaccharide. 
 
 - L’étape d’élongation 
Supposer que la biosynthèse du glucane pourrait être réalisée comme celle du glycogène chez 
E. coli implique la présence d’une étape d’élongation de chaines [Glcα→4Glc1→4…] avec 
du glucose activé. Les deux candidats de cette étape sont les protéines codées par les gènes 
glgA (Rv1212c) et Rv3032. Les gènes ont été inactivés chez M. tuberculosis et les analyses du 
contenu (Figure 23) en glucane produit par chacun des mutants montrent une diminution du 
rapport Glc/(Glc+Ara+Man) pour le mutant H37Rv∆glgA alors qu’aucun effet n’est observé 
pour le mutant H37Rv∆Rv3032. En effet, pour le mutant H37Rv∆glgA ce rapport passe de 
0,56 ± 0,07 à 0,31 ± 0,04, alors qu’il reste constant 0,56 ± 0,07 pour le mutant 
H37Rv∆Rv3032 (Figure 23). La quantité de glucane est affectée par la délétion de glgA sans 
entraîner la perte totale de sa production. Il est important de noter que, dans le génome de M. 
tuberculosis, ce gène est annoté comme glycogène synthase (glgA).  
Lorsque la souche H37Rv∆glgA est complémentée par la copie du gène délété, la 
production du glucane est partiellement restaurée alors que la complémentation par la copie 
du gène Rv3032 entraîne une restauration complète du phénotype. Le résultat de la 
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complémentation croisée est particulièrement intéressant, car il montre que si le produit du 
gène Rv3032, à l’inverse du gène glgA (Rv1212c), n’est pas directement impliqué dans la 
biosynthèse du glucane, il peut cependant suppléer à celui du gène glgA dans la production du 
glucane. La restauration partielle de la production du glucane du mutant lorsqu’il est 
complémenté par le gène glgAc pourrait être liée à une expression insuffisante de la protéine 
lors de la complémentation. 
 
- L’étape de branchement 
Lorsque l’essentialité d’un gène dont le produit est susceptible d’intervenir dans une 
voie de biosynthèse est supposée ou avérée, l’étude du phénotype par la mutation du gène 
codant s’avère difficile du fait de l’impossibilité d’obtention des clones viables. Dans le cas 
de Rv1326c (glgB), gène dont l’essentialité a été démontrée au cours de cette étude 
(collaboration M. Jackson), la stratégie adoptée est de muter le gène et de rapporter un 
plasmide contenant une copie extrachromosomique. La copie extrachromosomique est soit le 




Figure 24 : Analyse quantitative de la production de glucane des souches H37Rv et 
H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli issues de trois cultures indépendantes. 
 
L’analyse en chromatographie gazeuse (Figure 24) montre une diminution de la 
production de glucane par le clone H37Rv∆glgB/pVVglgBtb alors qu’aucune modification de 
la production n’est notée pour la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli. Toutefois la perturbation 
de l’environnement génétique de glgB (Rv1326c) n’entraîne pas une perte complète de la 
production du glucane. Donc le produit du gène glgB (Rv1326c) intervient bien dans le 
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branchement lors de la biosynthèse du glucane. Cependant, pour ce qui est du second 
candidat, treZ (Rv1562c), aucune modification de la production n’a été notée (Figure 23). 
Donc le gène Rv1562c, comme montré par Tzvetkov et al. (2003), interviendrait plutôt dans la 
biosynthèse du tréhalose que dans celle du glucane. 
 
* Analyses qualitatives du glucane 
 
Aucun de nos mutants n’est totalement déficient dans la production du glucane comme celà a 
été observé par l’analyse par chromatographie gazeuse des oses libérés après hydrolyse des 
macromolécules relarguées dans le milieu de culture. La question est de savoir si le glucane 
résiduel présente les mêmes caractéristiques que celui de la souche sauvage. De plus, il est 
possible qu’un des mutants ne soit pas affecté quantitativement et qu’il le soit qualitativement. 
Pour étudier l’effet de la délétion sur la structure du glucane produit, celui-ci a été purifié 
selon la méthode classique décrite par Lemassu et Daffé en 1994. Nous avons utilisé 
essentiellement trois méthodes pour les analyses qualitatives : la DLS, la polarimétrie et la 
RMN. Ces méthodes nous avaient auparavant permis de différencier deux polysaccharides 
structuralement proches comme le glucane et le glycogène de M. bovis BCG (Dinadayala et 
al., 2008). 
 L’analyse par RMN du proton permet de confirmer l’existence des liaisons α-(1→4) et 
des ramifications en position 6 du glucose par la présence de signaux à 5,38 et 5,00 ppm 
correspondant aux protons anomériques du glucane. Les spectres 1H-RMN des glucanes de la 
souche sauvage et des souches mutantes sont superposables. Lorsqu’on effectue un rapport 
d’intégration des signaux à 5,00 ppm et 5,38 ppm, qui renseigne sur le taux de ramification, il 
ne semble pas y avoir de différences entre les glucanes produits par les souches mutantes et 
celui de la souche sauvage H37Rv puisque ces rapports ne sont pas significativement 
différents. 
 La mesure du rayon hydrodynamique est une méthode consistant à irradier une 
molécule par une source laser et à mesurer l’intensité de la lumière émise par la molécule à un 
angle de 90°. Cette intensité de lumière dépend de la taille et de la forme de la molécule. Par 
la polarimétrie on mesure la déviation du plan de polarisation de la lumière (lampe à vapeur 
de sodium (λ = 589 nm) traversant l’échantillon. Cet angle de déviation de la lumière est 
caractéristique du produit qu’elle traverse.  
 




Tableau 3 : Analyses qualitatives par polarimétrie et DLS du glucane des souches sauvage, mutantes et 
mutantes complémentées des gènes candidats des étapes d’activation et d’élongation (nd = non déterminé). 
 
Les mesures du rayon hydrodynamique en DLS et de l’angle de déviation de la 
lumière montrent une diminution significative de ces deux paramètres pour le glucane produit 
par la souche mutante H37Rv∆glgC, comparées à celles de la souche sauvage. Ces 
modifications qualitatives s’ajoutent à la variation quantitative préalablement observée. 
L’effet de la délétion sur la conformation du glucane produit par la souche H37Rv∆glgC est 
restauré suite à la complémentation par la copie sauvage du gène glgC (Rv1213).  
 Concernant l’étape d’élongation, nous observons, comme pour l’aspect quantitatif, que 
la délétion de Rv3032 n’entraine aucune modification du glucane aussi bien en polarimétrie 
qu’en DLS (Tableau 3). Par contre, la mutation du gène glgA (Rv1212c) se traduit par une 
baisse significative du rayon hydrodynamique de 25,7 ± 1,1 nm pour la souche sauvage à 23,8 
± 0,8 nm pour le mutant H37Rv∆glgA. Le phénotype sauvage est restauré après 
complémentation du mutant par le gène glgA (Rv1212c) mais il est intéressant de noter que 
c’est aussi le cas après la complémentation par le gène Rv3032. 
 Les souches analysées pour l’étape de branchement sont  H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et 
H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli selon l’origine de la copie du gène (M. tuberculosis ou E. coli) 
apportée de façon extrachromosomique 




Tableau 4 : Analyses qualitatives par polarimétrie et DLS du glucane des souches sauvage, 
H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli et H37Rv∆glgB/pVVglgBtb de M tuberculosis (nd = non déterminé). 
 
En DLS, la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBtb présente un rayon hydrodynamique de 21,5 ± 
0,4 nm, plus petit que celui de la souche sauvage qui est de 25,7 ± 1,1 nm (Tableau 4). 
Cependant, le rayon hydrodynamique de la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli (27,3 ± 0,5 
nm) n’est pas significativement différent de celui de la souche sauvage. Ces différents 
résultats sont confirmés par ceux obtenus en polarimétrie qui montrent une baisse importante 
de l’angle de déviation de la lumière pour la souche présentant aussi une diminution de rayon 
hydrodynamique indiquant qu’il s’agit donc bien de molécules différentes. 
 L’analyse de nos résultats sur les différentes cibles potentielles pouvant intervenir 
dans la biosynthèse du glucane montre qu’à chaque fois que la mutation d’un gène entraîne 
une modification quantitative significative de la production de glucane, cela se traduit par des 
modifications qualitatives en DLS et/ou polarimétrie. Les résultats observés chez les 
différents mutants complémentés montrent que les divers phénotypes observés étaient liés à la 
mutation des gènes respectifs. 
 
b.2.    Analyse du glycogène 
 
* Analyses quantitatives du contenu en glycogène 
 
 Au vu de nos résultats sur la production du glucane, est très probable que les mutants 
étudiés ici soient affectés dans la production en glycogène. Afin de le vérifier, le glycogène 
est purifié à partir des culots bactériens de chaque mutant selon la méthode décrite par 
Dinadayala et al. (2008). Après cassage des bactéries et purification, le glycogène 
intracellulaire est pesé et ensuite ramené à la masse de bactéries cassées. Les valeurs 
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indiquées représentent les proportions relatives de glycogène par rapport à la souche sauvage 
H37Rv (Figure 25). 
 
 
Figure 25 : Analyse quantitative de la production de glycogène de M. tuberculosis H37Rv et des souches 
mutantes et complémentées des étapes d’activation et d’élongation. La quantité de glycogène produite par 
la souche sauvage est considérée comme étant 100% et celle des souches mutantes et complémentées est 
ramenée à celle de la souche sauvage (**= différences significatives par le test de student, p<0,01) 
 
- L’étape d’initiation 
Si la biosynthèse du glycogène de M. tuberculosis se fait de façon similaire à ce qui a été 
décrit pour E. coli, elle nécessite alors une étape d’initiation par activation du glucose sous 
forme d’ADP-glucose sous l’action de l’ADP-glucose pyrophosphorylase (GlgC). Par 
conséquent la mutation de l’orthologue de ce gène devrait conduire à une perte complète de la 
production du glycogène. Les analyses quantitatives (Figure 25) montrent que la délétion de 
glgC (Rv1213) se traduit par une diminution de moitié de la production du glycogène. 
Cependant, et à la différence d’E. coli, cette mutation n’entraîne pas une perte complète de la 
production de glycogène. Le phénotype sauvage est restauré par la complémentation du 
mutant par le gène glgC. Donc GlgC intervient bien dans la biosynthèse du glycogène mais au 
moins une autre enzyme est capable de réaliser cette étape d’activation. 
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- L’étape d’élongation 
La production en glycogène des deux mutants H37Rv∆RvglgA et H37Rv∆Rv3032 a 
été étudiée et les résultats (Figure 25) montrent une diminution de la production suite à la 
délétion du gène Rv3032. La complémentation ne restaure que partiellement le phénotype. 
Cette restauration partielle du phénotype observée chez la souche mutante complémentée 
(H37Rv∆Rv3032/pVVRv3032) peut être liée au fait que la protéine ne soit pas suffisamment 
exprimée Aucune modification significative de la production de glycogène n’a été observée 
pour la souche mutante H37Rv∆glgA et le mutant complémenté bien que ce gène soit annoté 
dans le serveur tuberculist (http//genolist.pasteur.fr/tuberculis) comme codant pour une 
glycogène synthase (Cole et al., 1998). 
D’après ces résultats, il existerait une différence dans l’élongation des chaînes α-
(1→4) lors de la synthèse du glucane et du glycogène. Si le produit du gène glgA (Rv1212c) 
intervient dans la biosynthèse du glucane, celui de Rv3032 est quant à lui impliqué dans celle 
du glycogène. 
 
 - L’étape de branchement 
 
 
Figure 26 : Analyse quantitative de la production de glycogène chez la souche M. tuberculosis H37Rv 
comparée à celle des souches H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli. La quantité de 
glycogène produite les souches transformées est ramenée à celle de la souche sauvage considérée comme 
étant 100% (**= différences significatives par le test de student, p<0,01). 
 
 Comme pour la biosynthèse du glucane, l’effet de GlgB sur la biosynthèse du 
glycogène a été mesuré dans une souche transformée par glgB en présence de la copie mutée 
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étant donné le caractère essentiel de glgB. La biosynthèse du glycogène (Figure 26) est 
quantitativement affectée de façon significative chez la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBtb alors 
que cet effet n’est pas observé pour la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli. 
Ces résultats montrent que GlgB (Rv1326c) est aussi impliqué dans l’étape de branchement 
du glycogène comme c’était le cas pour le glucane (Figure 24). 
 
* Analyses qualitatives du glycogène 
 
Aucune souche analysée ci-dessus n’est totalement déficiente en glycogène. Pour 
évaluer l’impact de la mutation, il est intéressant d’aborder l’aspect ultra-structural du 
glycogène résiduel des mutants, quels que soient les résultats obtenus lors de l’analyse 
quantitative. Les analyses concernent essentiellement la mesure du rayon hydrodynamique en 
DLS et de l’angle de déviation de la lumière en polarimétrie.  
La délétion du gène glgC (Rv1213) entraîne une modification significative de conformation 
du glycogène se traduisant par une diminution du rayon hydrodynamique et de l’angle de 
déviation de la lumière. Le phénotype est restauré par la complémentation comme dans le cas 
du glucane. Donc la diminution de la production de glycogène observée suite à la délétion du 




Tableau 5 : Analyse qualitative par DLS et polarimétrie du glycogène des souches sauvage, mutantes et 
mutantes complémentées des génes des étapes d’activation et d’élongation (nd = non déterminé).  
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A la différence du gène glgC (Rv1213), la délétion du gène glgA (Rv1212c) et celle du gène 
Rv3032 n’entraînent aucune modification de structure du glycogène (Tableau 5) bien que le 
gène Rv3032 soit impliqué dans la biosynthèse de ce composé comme cela a été montré par 
l’analyse quantitative (Figure 25). Les souches H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et 
H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli présentent toutes deux une modification de l’angle de déviation 
de la lumière. En effet la valeur obtenue pour le glycogène de la souche sauvage est de 167 ± 
6° alors qu’elle est de 91 ± 3° et 44 ± 1°, respectivement, pour les glycogènes de 




Tableau 6 : Analyses qualitatives par polarimétrie et DLS du glycogène des souches sauvage, 
H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli et H37Rv∆glgB/pVVglgBtb de M. tuberculosis. 
 
Concernant l’analyse de la conformation du glycogène par détermination du rayon 
hydrodynamique, la baisse de l’angle de déviation de la lumière est accompagnée d’une 
diminution du rayon hydrodynamique pour la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBtb. Mais de 
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Rv3032 et la synthèse des méthylglucoses 
 
Genetic basis for the biosynthesis of methylglucose lipopolysaccharides in 
Mycobacterium tuberculosis (2007). 
Stadthagen G, Sambou T, Guerin M, Barilone N, Boudou F, Korduláková J, Charles P, Alzari 
PM, Lemassu A, Daffé M, Puzo G, Gicquel B, Rivière M, Jackson M. 
J Biol Chem. 282(37):27270-6 (voir ANNEXE 2) 
 
 En plus du glucane et du glycogène, les mycobactéries produisent des polymères de 
polyméthylglucose, composés riches en glucose dont certains peuvent contenir jusqu’à 20 
résidus. Du fait de la structure de ces composés nous nous sommes demandé si le produit du 
gène Rv3032, impliqué dans l’étape d’élongation lors de la biosynthése du glycogène ne serait 
pas aussi impliqué dans celle de ces polymères. Pour étayer cette hypothèse, l’étude de la 
production de méthylglucoses a été réalisée au cours de la thése de Gustavo STADTHAGEN 
à l’Institut Pasteur de Paris (collaboration M Jackson), et paralèllement nous nous intéréssons 
à la production du glycogène et du glucane (Stadthagen et al., 2008).  
Les résultats de quantification de la production des polyméthylglucoses montrent en 
fonction des méthylglucoses une production 20 à 60% inférieure chez la souche mutante 
H37Rv∆Rv3032 par rapport à la souche sauvage. Le phénotype sauvage est restauré par la 
complémentation du mutant (Stadthagen et al., 2008). Chez M. smegmatis mc2155, la 
production de méthylglucoses a été étudiée chez la souche mutée dans le gène MSMEG2349 
(mc2∆MSMEG2349), orthologue de Rv3032. L’analyse de la production de polysaccharides 
méthylés totaux montre une diminution de la production de méthylglucoses chez la souche 
mutante (mc2∆MSMEG2349) comparée à la souche sauvage. Toutefois la quantification des 
polyméthylglucoses n’a pu être faîte à cause de la co-élution de ces composés avec les 
polyméthylmannoses. D’un point de vue qualitatif, les analyses de spectrométrie de masse 
montrent une accumulation des formes de méthylglucoses de basse masse, composés 
principalement de 17 résidus glucose (MGP17,9 , MGP17,10, MGP17,11) avec une faible quantité 
de MGP16,10, MGP18,10, MGP18,11 ,MGP18,112 , MGP19,12 et une absence de production des 
formes les plus glucosylées. Concernant l’annotation, MGP17,9 correspond à un 
polysaccharide de méthylglucose constitué de 17 résidus glucose dont 9 sont O-méthylés. La 
complémentation restaure de façon partielle la production et oriente celle-ci vers la production 
des formes matures (MGP19,12, MGP20,12). De tels résultats sont confirmés par la 
surexpression de Rv3032 dans la souche sauvage de M smegmatis mc2155. 
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Pour rappel, nos résultats ont montré que le produit du gène Rv3032 est impliqué dans 
l’élongation des chaines α-(1→4)-D-glucosyles pour la synthèse du glycogène et qu’il pouvait 
restaurer la production de glucane par complémentation du mutant H37Rv∆glgA. De ces deux 
travaux il en ressort que la synthèse des oligosaccharides α-(1→4)-D-glucosyles nécessaire à 
la synthèse de composés fortement glucosylés est réalisée par le produit des gènes glgA et 
Rv3032. Il a été d’ailleurs impossible de construire le double mutant H37Rv∆Rv3032∆glgA. 
 
Tests de virulence chez la souris 
 
 Pour connaître le rôle du glucane dans le contexte de la bactérie entière, en 
collaboration avec Yann Bordat (Institut Pasteur), des tests de virulence ont été réalisés en 
infectant différents lots de souris BALB/c par les diverses souches.  
 
 
Figure 27 : Effets de la délétion des gènes impliqués dans la biosynthèse du glucane et/ou glycogène sur la 
colonisation de différents organes chez la souris BALB/c. Des lots de souris de 6 à 8 semaines d’âge sont 
infectés soit par voie aérosol ou intraveineuse avec les différentes souches de bactéries. Après differnts 
temps d’infection, les souris sont sacrifiées, les poumons et la rate sont prélevés et les bactéries vivantes 
sont dénombrées. Pour chaque temps d’infection et pour chaque souche, cinq souris sont sacrifiées. 
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Les souris ont été infectées soit par voie aérosols, pour H37Rv∆glgC et H37Rv∆treZ, soit par 
voie intraveineuse, pour H37Rv∆glgA et H37Rv∆Rv3032, et la colonisation bactérienne des 
poumons et de la rate a été déterminée par comptage du nombre de cfu (colony forming unit) 
à différents temps après l’infection. Les résultats (Figure 27) montrent qu’il n’y a pas de 
différence significative de colonisation bactérienne dans les poumons et dans la rate suite à 
l’infection par les souches mutantes H37Rv∆glgA, H37Rv∆treZ et H37RV∆Rv3032, 
comparées à la souche sauvage. La diminution de quantité et les modifications de 
conformation du glucane produit par la souche H37Rv∆glgC n’affectent pas la virulence de la 
souche. Cependant pour la souche H37Rv∆glgA, on note une atténuation de la virulence à 
partir de 40 jours après l’infection. Cette atténuation de la souche en phase chronique de 
l’infection corréle bien avec la diminution de la production de glucane. 
 
2.3. Etude de la biosynthèse du glucane et glycogène chez Corynebacterium 
glutamicum 
 
 Du fait de l’absence de phénotype totalement dépourvu de glucane et de glycogène 
chez les mycobactéries, nous avons en parallèle étudié la biosynthèse de ces deux composés 
chez C. glutamicum ATCC 13032 et chez trois souches délétées respectivement dans les 
gènes orthologues de ceux intervenant dans les trois étapes de biosynthèse du glycogène chez 
E. coli (glgC, glgA et glgB). En effet, certains gènes essentiels chez les mycobactéries ne le 
sont pas chez les corynébactéries. Contrairement à Corynebacterium xerosis qui produit du 
glucane (Puech et al., 2001), nos résultats par analyse en chromatographie gazeuse après 
hydrolyse des macromolécules issues du milieu de culture, montrent que C. glutamicum ne 
relargue pas de glucane. Il en est de même pour les extraits de surface bactériens obtenus 
après traitement des bactéries avec des billes de verre. Les cultures ont été réalisées sur 
milieux minimum où la source de carbone, saccharose ou glucose, a été remplacée par du 
lactate de sodium, de l’acétate de sodium ou du lactate de potassium. En effet la substitution 
des sucres en tant que source de carbone par d’autres composés permet de s’affranchir des 
erreurs d’interprétation concernant la présence de glucane qui se traduit par le pic de glucose 
observable en chromatographie en phase gazeuse après hydrolyse des macromolécules. 
Les résultats portant sur la biosynthèse du glycogène chez C. glutamicum, montrent 
que ce polysaccharide est produit chez la souche sauvage et en quantité moindre que chez les 
mycobactéries avec 8-9 mg/g contre 19-20 ± 0.3 mg/g de bactéries humides respectivement. 
Les souches mutantes, ∆glgC et ∆glgA, sont totalement déficientes en glycogène. Ces 
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résultats sont en accord avec ceux obtenus pour la souche ∆glgC par Seibold et al. 2007 par 
méthode enzymatique lors de la caractérisation de l’enzyme et en 2003 par Tzvetkov et al 
pour le mutant ∆glgA. Il est particulièrement intéressant de noter que le mutant ∆glgB est 
viable chez C. glutamicum, alors qu’il ne l’est pas chez M. tuberculosis. Le gène glgB n’est 
donc pas essentiel chez C. glutamicum. De plus, ce mutant est totalement déficient en 
glycogène. Ce résultat indique que GlgB intervient dans la biosynthèse du glycogène. 
L’ensemble des résultats obtenus chez C. glutamicum montre qu’à la différence de ce 
qui est observé chez M. tuberculosis, seul le glycogène est synthètisé et une seule voie de 
biosynthèse du glycogène existe. Cette biosynthèse fait intervenir les protéines GlgC, GlgA et 
GlgB.  
 
3. Discussion sur la biosynthèse des polysaccharides 
 
 Connaitre la voie de biosynthèse d’un composé pour mieux étudier son rôle in vivo 
reste une démarche classique que nous avons appliquée à l’investigation de la voie de 
biosynthèse du glucane. La production, chez M. tuberculosis, de deux polysaccharides 
(glucane et glycogène) de structures proches et le fait qu’ils ne soient composés que d’unités 
glucosyle liées entre elles par des liaisons α-(1→4) avec des ramifications en position 6 du 
glucose semble à priori exclure l’intervention d’enzymes autres que des glucosyltransférases. 
La recherche de candidats a abouti à l’étude de mutants délétés pour les gènes ortholoques à 
ceux impliqués dans la biosynthèse du glycogène d’E. coli. 
 La mutation du gène glgC (Rv1213), conduisant à une modification de la quantité et de 
la structure du glucane et du glycogène produits, par rapport à la souche sauvage, montre que 
l’activation du glucose sous la forme d’ADP-glucose est impliquée à la fois dans la 
biosynthèse du glucane et dans celle du glycogène. Cependant, que ce soit pour le glucane ou 
pour le glycogène, le mutant conserve une production résiduelle. Il faut savoir que les formes 
activées de sucre servent de donneur de glucosyle aux enzymes de l’étape d’élongation et leur 
implication dépendra de la spécificité de ces enzymes par rapport aux donneurs de substrat. 
L’UDP-glucose est l’autre forme de glucose activé utilisée par les eucaryotes pour la synthèse 
du glycogène et pourrait être utilisé dans la biosynthèse du glucane et du glycogène en lieu et 
place de l’ADP-glucose chez M. tuberculosis. En effet, l’élongation de la chaîne 
d’oligosaccharide à partir de l’UDP-glucose et de l’ADP-glucose pour la synthèse de 
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l’amidon chez les végétaux a été démontrée (Echeverria et al., 1988; Sasaki et Kainuma, 
1980). 
D’un autre coté, il existe des espèces du genre Nesseiria ou des streptocoques qui sont 
capables, à partir du maltose ou du sucrose, de synthétiser directement du glycogène (Preiss et 
Romeo, 1989). La présence dans le génome de M. tuberculosis d’une amylomaltase putative 
(Rv1781c) suggère que ce bacille pourrait synthétiser de tels composés dans un milieu 
contenant du lactose et de la maltodextrine. La localisation intracellulaire du glycogène 
indique que cette étape, commune à la biosynthèse du glycogène et du glucane se déroule 
vraisemblablement dans le cytosol. 
 Concernant l’étape d’élongation, les résultats montrent de façon indirecte que les 
activités des produits des gènes glgA et Rv3032 conduisent tous deux vers l’élongation ou la 
synthèse d’oligosaccharides constitués de liaison α-(1→4) dans la production soit du glucane 
pour glgA (Rv1212c), soit du glycogène pour Rv3032. Cette similitude de fonction serait en 
accord avec leur similarité de séquence primaire. Ces deux protéines présentent en effet entre 
elles une similarité de séquence de l’ordre de 28 %. De plus, les produits des gènes glgA et 
Rv3032 présentent des homologies de 47 % et 46 % respectivement avec la séquence primaire 
de GlgA d’E. coli. La similitude de fonction est confortée par la complémentation du 
phénotype du mutant H37Rv∆glgA par Rv3032. Les tentatives infructueuses de construction 
de double mutant H37Rv∆glgA∆Rv3032 suggérent que la formation de structure de type α-
(1→4)-glucose est essentielle à la survie du bacille et qu’il n’y a pas d’autres candidats. 
Lorsque l’on s’intéresse à la diminution de la production du glucane induite par la délétion du 
gène glgC (Rv1213) et celle induite par glgA, on constate qu’elles sont du même ordre de 
grandeur. En effet, les orthologues de ces deux gènes interviennent chez E. coli dans la même 
et unique voie de biosynthèse du glycogène. Du fait de leur proximité sur le génome, une des 
voies possibles de biosynthèse du glucane serait l’activation du glucose par GlgC et 
l’élongation des oligosaccharides par GlgA. Cependant, pour étayer une telle hypothèse, il 
faudrait disposer d’un double mutant  H37Rv∆glgC∆glgA et que l’effet de la double délétion 
se traduise par une diminution accrue de la production du glucane. Quant à la biosynthèse du 
glycogène nos résultats montrent que Rv3032 intervient dans l’élongation des 
oligosaccharides. Les travaux de Stadthagen et al. 2008 ont également montré l’implication 
du produit de ce gène dans la biosynthèse des polyméthylglucoses (MGLP). L’absence d’effet 
de la mutation de ce gène sur la biosynthèse du glucane dont les chaînes principales sont de 
longueur plus importantes que celles du glycogène chez M. bovis BCG (Dinadayala et al., 
2008) et peut être de celles des MGLP serait en accord avec l’éventuelle incapacité du produit 
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de ce gène à allonger des chaînes au-delà d’un certain nombre de résidus. Il est aussi 
envisageable que cette réaction soit possible avec un autre donneur de glucose que l’ADP-
glucose. Les travaux de thèse de Gustavo Stadthagen sur le transfert par la protéine Rv3032 
de glucose radiomarqué de donneurs l’ADP-glucose et l’UDP-glucose, vers des accepteurs 
tels que le glucane, le glycogène de M. tuberculosis ou le glycogène d’E.coli est en accord 
avec une telle hypothèse. En effet Rv3032 transfère aussi bien le glucose à partir de l’ADP-
glucose que de l’UDP-glucose sur du glucane et du glycogène mais le donneur et l’accepteur 
préférés sont respectivement l’UDP-glucose et le glycogène. Toutefois des études 
complémentaires de cocristallisation de l’enzyme avec différents substrats pourraient apporter 
des preuves de la sélectivité de telles enzymes vis-à-vis de substrats structuralement proches. 
 Le gène glgB de M tuberculosis étant esentiel, deux souches transformées ont été 
construites et la production de glucane et glycogène analysée. En effet, Rv1326c est le seul 
gène codant pour une enzyme de branchement qui à ce jour a été démontré essentiel. La 
production de glucane et de glycogène des souches H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et 
H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli montre que l’étape de branchement pour ces deux polysaccharides 
est réalisée par la même protéine. Les différences de production aussi bien du glucane que du 
glycogène entre la souche sauvage et la souche H37Rv∆glgB/pVVglgBtb pourraient être liées 
dans le cas de cette souche au fait que le gène n’est pas transcrit suffisamment pour assurer la 
restauration du phénotype sauvage. Pour étayer cette hypothèse, il aurait fallu faire un dosage 
des mRNA en PCR quantitative. De plus, les modifications qualitatives associées sont autant 
de preuves de l’intervention de GlgB dans les voies de biosynthèse, du glucane et du 
glycogène. Cette interprétation est en accord avec la similitude de taux de branchement entre 
glucane et glycogène chez M. tuberculosis. L’augmentation de rayons hydrodynamiques 
observée entre le glycogène du clone H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli et celui de la souche 
sauvage et la différence de ce glycogène avec le glucane de la même souche est en accord 
avec les différences de taille observée entre glucane et glycogène. Ce qui est particulièrement 
intéressant ici, est que l’essentialité de glgB montre que le bacille ne pourrait se développer 
sans synthétiser de tels composés et met ainsi en évidence leur importance. Le glycogène 
constitue une source de stockage d’énergie importante dans différents organismes mais n’a 
jamais été démontré comme essentiel pour la croissance. Il existe dans la littérature des 
mutants ou des bactéries naturellement déficients en glycogène. C’est le cas des 
corynébactéries comme nous l’avons démontré. On pourrait dès lors être amené à penser que 
l’essentialité de GlgB serait en partie ou en totalité liée à son implication dans la synthèse du 
glucane dont le rôle dans certains mécanismes de pathogénie a par ailleurs été démontré 
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(Cywes et al., 1997; Gagliardi et al., 2007). Une autre explication de l’essentialité pourrait 
venir non pas de la synthèse de glucane mais de l’accumulation en absence de GlgB de 
composés insolubles qui se révéleraient toxiques pour le bacille comme l’est le produit de 
SacB. De tels composés seraient essentiellement des oligosaccharides liés en α-(1→4) qui 
généralement s’empilent et deviennent insolubles. Cependant, le mutant ∆glgB a pu être 
construit chez C. glutamicum, ce qui écarte à priori l’hypothèse de la toxicité de tels 
oligosaccharides. De plus, le fait qu’aucun double mutant H37Rv∆glgA∆Rv3032 viable n’est 
pu être réalisé conforte, en dehors d’un problème purement technique, l’idée selon laquelle 
ces voies de biosynthèse seraient bien essentielles. 
Les travaux concernant la biosynthèse du glucane et du glycogène chez M. 
tuberculosis et du glucane chez C. glutamicum sont particulièrement intéressants de deux 
points de vue. L’absence de biosynthèse du glucane chez cette dernière espèce peut être due à 
la spécificité de ce composé chez les mycobactéries et donc de l’importance de ce composé 
dans la pathogénie même si des espèces de mycobactéries non pathogènes en produisent. Il 
convient dès lors d’étudier la production de glucane chez davantage d’espèces de 
corynébactéries. Les voies de biosynthèse du glucane et du glycogène étant chevauchantes 
chez les mycobactéries, il se pourrait que chez C. glutamicum, les produits de l’activité des 
différents gènes soient dirigés vers la synthèse de glycogène, produit de stockage d’énergie. Il 
s’avère alors intéressant dans des études enzymatiques d’effectuer des comparaisons d’affinité 
de substrats pour la biosynthèse du glycogène entre enzymes de mycobactéries et celles de 
corynébactéries, au moins pour l’étape d’activation. La non essentialité de glgB chez les 
corynébactéries a permis, en plus des résultats obtenus sur la biosynthèse du glycogène pour 
les souches H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli et H37Rv∆glgB/pVVglgBtb, de confirmer son rôle 
dans l’étape de branchement du glycogène. Pour continuer à explorer la biosynthèse du 
glucane et de tenter de corréler la production avec la pathogénie chez les Corynebacterineae il 
serait intéressant de s’orienter vers des souches pathogènes comme C. diphteriae. 
Afin d’étudier in vivo la fonction putative du glucane chez M. tuberculosis, des tests 
de virulence ont été réalisés chez la souris. L’infection des souris avec les souches 
H37Rv∆glgC et H37Rv∆Rv3032 ne présente aucune différence de phénotype en 
primoinfection et pendant la phase chronique de l’infection, que ce soit dans la rate ou dans 
les poumons. Pour H37Rv∆Rv3032, l’absence d’atténuation pourrait être corrélée avec la non 
implication directe de Rv3032 dans la biosynthèse du glucane. Par contre les résultats obtenus 
avec H37Rv∆glgC, particulièrement ceux de la phase chronique de l’infection, semblent 
montrer que la diminution de la quantité de glucane produit n’a pas d’effet direct sur la 
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virulence. Cependant il faut noter que l’inoculation de H37Rv∆glgC est réalisée par voie 
aérosol et cette méthode bien qu’elle soit la mieux appropriée pour l’étude de la tuberculose 
convient à des études de phases tardives survenant au moins après deux mois d’infection. Le 
glucane, jouant un rôle dans la phagocytose non opsonique du bacille par les cellules 
phagocytaires (Cywes et al., 1997), il était envisageable qu’une diminution de la quantité de 
glucane produite s’accompagne d’une atténuation de la souche. Il se pourrait aussi que la 
mutation du gène glgC (Rv1213) n’entraîne pas des modifications suffisantes de la capsule 
pour altérer de façon significative son exposition et sa reconnaissance à la surface de 
l’enveloppe.  
 L’infection avec la souche mutante H37Rv∆glgA se caractérise par une atténuation 
pendant la phase chronique de l’infection aussi bien dans les poumons que dans la rate. Cette 
atténuation pourrait être liée à la diminution de la quantité de glucane produit par le mutant. Il 
se pourrait que la diminution de glucane produit se traduise par une diminution de l’épaisseur 
de l’enveloppe, donc des ligands potentiels du bacille que constitue le glucane. La voie 
d’administration dans le cas du mutant H37Rv∆glgA est intraveineuse. Celle-ci bien, que 
présentant des avantages, ne correspond cependant pas à la voie naturelle d’infection. Elle 
présente l’inconvénient de déposer directement les bactéries dans les organes cibles. Dans le 
cas des poumons les bacilles sont localisés dans l’interstitium plutôt que dans les alvéoles 
(Flynn et al., 2005), ce qui pourrait conduire à des réponses différentes de celles attendues 
lors d’une infection naturelle. Pour mieux caractériser ce phénotype observé avec le mutant 
H37Rv∆glgA, des études in vitro avec différents modèles cellulaires sont nécessaires.  
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4. Etude de l’enzyme de branchement GlgB (Rv1326c) 
 
4.1. Contexte scientifique et objectif de l’étude 
 
Nous avons montré durant ma thèse, que l’inactivation du gène glgB (Rv1326c) codant pour 
une protéine de 81,729 kDa, empêche la croissance bactérienne (collaboration M. Jackson). 
De, plus la construction de deux clones H37Rv∆Rv1326c/pVVglgBcoli et 
H37Rv∆glgB/pVVglgBtb nous a permis de mettre en évidence l’implication de glgB dans les 
voies de biosynthèse du glucane et du glycogène de M. tuberculosis. Dans la seconde 
orientation de mon étude, nous nous sommes donc naturellement intéressés à l’étude de 
l’enzyme de branchement en vue de son utilisation en tant que nouvelle cible thérapeutique 
potentielle. En effet, l’essentialité d’un gène le rend plus pertinent en tant que cible potentielle 
pour le développement de nouveaux antituberculeux. Mis à part l’essentialité de glgB de M. 
tuberculosis, aucune autre enzyme de branchement n’a été démontrée essentielle chez un 
autre organisme. Au vu de ces résultats, nous avons entrepris de produire la protéine pour 
essayer de mieux la caractériser. Au même moment, une équipe indienne a produit GlgB de 
M. tuberculosis chez E. coli et étudié ses caractéristiques enzymatiques (Garg et al., 2007). 
Nous nous sommes dès lors orientés vers la caractérisation structurale de l’enzyme par 
cristallographie aux rayons X. En effet, la résolution de la structure cristallographique de 
l’enzyme entière permettra de mieux apprécier les différences structurales entre GlgB de M. 
tuberculosis, produit d’un gène essentiel et celle d’E. coli, produit d’un gène non essentiel 
(Abad et al., 2002). La seule donnée de cristallographie aux rayons X d’enzyme de 
branchement existante concerne l’enzyme de branchement d’E. coli tronquée dans sa partie 
N-terminale. Il n’a, à ce jour, pas été décrit d’essentialité de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans la biosynthèse du glycogène chez les microorganismes à l’exception du gène 
codant pour l’UDP-glucose pyrophosphorylase de la levure responsable de la formation de 
l’UDP-glucose qui intervient dans différentes fonctions biologiques. Cependant, l’essentialité 
de cette enzyme serait liée à l’implication de l’UDP-glucose dans la synthèse du β-glucane 
capsulaire et non dans celle du glycogène (Daran et al., 1995). L’étude de la cristallogenèse 
de GlgB de M. tuberculosis revêt un caractère fondamental en plus de la compréhension de 
son essentialité. La cristallisation de l’enzyme de branchement dans son intégralité permettra, 
en plus des travaux utilisant des protéines chimères, de mieux comprendre l’implication dans 
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l’activité de branchement de la partie N-terminale, la moins conservée. La mesure de certains 
paramètres enzymatiques tels que le Km ou le Ki en présence de substrats de longueur de 
chaînes variable ou d’inhibiteurs permettra, en comparaison avec ceux décrits pour l’enzyme 
de branchement d’E. coli, une meilleure compréhension de la synthèse du glucane et du 
glycogène chez M. tuberculosis. Cette étude nécessite d’optimiser la purification de la 




4.2.1 Production et Purification de la protéine GlgB (Rv1326c) 
 
La protéine GlgB (82,6 kDa) avec une étiquette 6x Histidines a été surexprimée dans 
un vecteur pET29c (collaboration M. Jackson) portant un gène de résistance à la kanamycine 
et en aval d’un promoteur inductible à l’IPTG (Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside). La 
souche E. coli BL21 (DE3) a été transformée par le plasmide dans le but de produire la 
protéine (sous la direction de Nathalie Eynard, équipe Daffé). La production de l’enzyme a 
été réalisée à 18°C pendant 18 heures après induction à l’IPTG à 0,3 mM dans du milieu LB. 
L’analyse des aliquots prélevés avant et après induction, par Western-blot utilisant un 
anticorps anti-tag histidine et la révélation sur membrane de nitrocellulose avec un anticorps 
couplé à la phosphatase alcaline, confirme la production de la protéine après induction par 
l’IPTG mais de façon majoritairement insoluble. Pour améliorer la production de la protéine, 
les bactéries ont été placées pendant 30 minutes à 18°C avant de procéder à l’induction pour 
améliorer la solubilité de la protéine produite. 
La purification de la protéine a été ensuite réalisée selon le protocole établi par Garg et al. 
(2007) auquel quelques modifications ont été apportées (Cf. Matériels et Méthodes). Cette 
purification est réalisée par FPLC (Fast Purification Liquid Chromatography) sur une colonne 
de chélation de Nickel (Histrap) puis sur une colonne chromatographie échangeuse d’anions, 
POROS.  
Sur la colonne de chélation de nickel, la protéine a été éluée avec 200 mM d’imidazole dans 
un tampon (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8). Cependant, la présence de tampon 
phosphate étant problématique pour la cristallogenèse, du fait de la précipitation des sels, nous 
avons testé du tampon Tris. Comme dans le cas du tampon phosphate, la protéine a été éluée à 
200 mM Imidazole dans du Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM pH 8 comme le montre l’analyse 
des différentes fractions sur gel SDS-PAGE (Figure 28). 




Figure 28 : Purification de l’enzyme de branchement de M. tuberculosis exprimée chez E. coli : étape de 
chromatographie de chélation de Nickel (Histrap). Après élution de la protéine (a), les fractions d’intérêt 
sont récupérées et déposées sur gel de SDS-PAGE (b) pour vérifier la présence de l’enzyme de 
branchement à environ 82,5 kDa. 
 Les fractions contenant la protéine ont été rassemblées et diluées au 1/10 iéme dans du 
Tris-HCl 50 mM, pH 8, tampon compatible avec l’étape de purification sur colonne 
échangeuse d’anions (POROS). Après un lavage, la protéine est éluée avec 300 mM NaCl 




Figure 29 : Chromatographie sur colonne d’échangeuse d’anions (POROS). Après élution de la protéine 
(a), les fractions contenant la protéine sont récupérées et déposées sur gel SDS-PAGE (b) pour vérifier la 
pureté de l’échantillon. MW (marqueur de taille), P (fraction déposée sur la poros). 
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Les fractions sont collectées et la présence de la protéine a été observée à 82,6 kDa par 
analyse sur gel SDS-PAGE. Au final, le rendement de purification a été de 0,25 mg/L de 
culture. L’activité de branchement de GlgB de M. tuberculosis ayant été étudiée in vitro par 
Garg et collaborateurs (2007), nous avons réalisé des tests pour vérifier l’activité de la 
protéine après purification. 
 
4.2.2 Tests d’activité de GlgB 
 
 Deux méthodes sont habituellement utilisées pour mesurer l’activité des enzymes de 
branchement. Il s’agit soit d’un test quantitatif consistant à débrancher les oligosaccharides 
branchés par GlgB et à doser les sucres réducteurs (Baek et al., 2003; Fox et Robyt, 1991; 
Waffenschmidt et Jaenicke, 1987) soit d’un test colorimétrique utilisant l’iode (Daran et al., 
1995; Garg et al., 2007; Guan et Preiss, 1993; Murakami et al., 2006).  
Au cours de ce travail nous avons effectué un dosage qualitatif à l’iode en utilisant 
l’amylose comme substrat. Le principe de ce test repose sur le fait que l’iode forme un 
complexe avec l’amylose et donne une coloration observable à 660 nm. En 
spectrophotométrie, l’activité de branchement se traduit par une baisse de l’absorbance à 660 
nm. Sur la figure 30 sont représentées les activités de branchement en présence ou en absence 
d’additifs exprimées différence d’absorbance entre une condition contrôle (sans enzyme) et 
une condition teste (enzyme seule ou en présence d’additif).   
L’amylose que nous utilisons comme substrat n’étant soluble que dans du DMSO, 
nous avons d’abord vérifié l’inocuité de ce composé dans la solution. Les résultats montrent 
que l’enzyme est fonctionnelle même avec 2,6 % de DMSO et que, jusqu’à une concentration 
de 0,5 µM d’enzyme, l’activité de branchement était encore détectable. Ceci est en accord 
avec les quantités d’enzyme (0,043 mg.ml-1) utilisées dans les tests de Garg et al. (2007).  
Nous avons également tenté de doser l’activité de GlgB par 1H-RMN en suivant 
l’apparition du signal à 5 ppm caractéristique du branchement en position 6 du résidu 
glucosyle lors de la synthèse du glycogène et du glucane lorsque l’enzyme est fonctionnelle. 
Nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence une telle activité par 1H-RMN bien 
qu’elle soit détectable par dosage à l’iode. Il semble que le temps d’analyse et/ou la sensibilité 
permettant de voir l’apparition des branchements par 1H-RMN soi(en)t insuffisant(s). 
 




Figure 30 : Tests d’activité de l’enzyme de branchement utilisant l’amylose comme substrat et en présence 
ou pas d’additif. 
 
 Différentes molécules ont été testées sur l’activité de l’enzyme pour voir si elles sont 
capables de modifier l’activité de l’enzyme. Il s’agit soit de sels, soit de molécules 
susceptibles d’interagir avec le site catalytique. Les résultats (Figure 30) montrent que seul le 
zinc inhibe l’activité catalytique de GlgB, comme celà a déjà été démontré par Garg et 
al.(2007), les  autres composés n’ont d’effet inhibiteur. L’acarbose, bien que connu pour 
inhiber les enzymes de la famille des α-amylases, n’a aucun effet sur l’activité de 
branchement, comme cela a été montré pour l’enzyme de branchement d’E. coli. 
 
4.2.3 Dichroïsme circulaire 
 
 La structure cristallographique de l’enzyme de branchement d’E. coli a été réalisée à 
partir de l’enzyme tronquée dans sa partie N-terminale de 112 résidus (Abad et al., 2002). La 
flexibilité de cette partie de l’enzyme serait à l’origine de son instabilité en solution et des 
difficultés de cristallisation. Dans le but de tester des composés pouvant entraîner un gain de 
structuration de l’enzyme non tronquée en solution en vue des essais de cristallogenèse, nous 
avons effectué des études de dichroïsme circulaire. En dichroïsme circulaire, l’analyse des 
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spectres dans les UV lointains (190-240 nm) permet de percevoir des modifications des 
éléments de structure secondaire. 
 
 
Figure 31 : Profil de dichroïsme circulaire de l’enzyme de branchement seule ou en présence d’additif. 
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En absence de composés véritablement inhibiteurs de l’activité de branchement, nous avons 
testé le ZnCl2, le CaCl2, l’acarbose, la β-cyclodextrine ; même des molécules pouvant mimer 
le substrat telles que le maltose et maltooligosaccharide ont été testées. Le choix de ces 
composés repose sur les résultats de nos tests d’activité et sur les données de la littérature 
(Garg et al., 2007). La comparaison du spectre obtenu dans les UV lointains (Figure 31) de 
l’enzyme seule avec ceux de l’enzyme en présence d’additif ne met en évidence que l’effet de 
l’acarbose sur la structure secondaire de l’enzyme. L’acarbose a en effet été mis en évidence 
comme inhibiteur compétitif dans l’activité de branchement de GlgB d’E.coli. Il est alors 
probable que l’effet observé soit lié à des modifications dans le site actif ou non loin de celui-
ci et/ou à la modification des acides aminés responsable de la fixation du substrat. 
 
4.2.4 Les essais de cristallogenèse 
 
Les essais de cristallogenèse ont été réalisés en collaboration avec l’équipe du Dr 
Lionel Mourey à l’IPBS, sous la direction de Samuel Tranier. En cristallographie de rayon X, 
l’obtention de cristaux nécessite une protéine pure, concentrée, et stable en solution. Bien que 
tronquée dans sa partie N-terminale pour permettre une meilleure stabilité de la protéine, les 
cristaux de GlgB d’E.coli ont été obtenus à partir d’une concentration de protéine de 5 mg/ml 
(Abad et al., 2002). La plateforme de biologie structurale dispose d’un robot de cristallisation 
(Nanodrop ExtY) qui permet d’effectuer des tests de cristallogenèse à haut débit. Avec les 
différents « screens » utilisés, nous n’avons pas réussi à obtenir de cristaux. Différentes 
hypothèses peuvent expliquer la non apparition de cristaux parmi lesquelles la concentration 
de la protéine, son agrégation au cours de la concentration et son instabilité au cours du 
temps. Pour tenter de répondre aux deux premières hypothèses, la protéine purifiée est 
concentrée par centrifugation (Vivaspin), l’objectif étant de disposer d’une protéine la plus 
concentrée possible. Cependant la concentration d’une protéine entraîne un risque 
d’agrégation qui n’est pas propice à la formation de cristaux. La formation d’agrégats peut 
être mise en évidence par le profil en DLS de la protéine en solution. Nos résultats de suivi en 
DLS (Figure 32) de la protéine à 8 mg/ml montrent, au vu du rayon hydrodynamique (2,93 
nm) et de la polydispersité (25 %) un profil correspondant à une protéine à priori non agrégée. 
Donc, jusqu’à une concentration de 8 mg/ml, la protéine n’est pas agrégée. 
 




Figure 32: Suivi en DLS de la protéine GlgB de M. tuberculosis au cours de la concentration. 
 
Les essais de cristallogenèse par la méthode de diffusion de vapeur avec la protéine 
concentrée entraînent l’apparition de précipités dans certaines conditions mais pas suffisants 
pour générer des cristaux. L’utilisation de l’acarbose et du maltose, qui induisent par ailleurs 
une modification du profil de dichroïsme circulaire et de l’activité enzymatique 
respectivement, ne semble pas stabiliser la protéine au point de favoriser l’apparition de 
cristaux (matériels et methodes). 
 
4.2.5 Analyses in silico de la structure secondaire et tertiaire 
prédite de GlgB 
 
L’alignement de séquences d’enzyme de branchement d’E. coli, M. tuberculosis, 
d’Agrobacterium tumefasciens et de Bacillus subtilis montre une forte conservation de 
résidus, plus particulièrement ceux de la région centrale. L’analyse de la séquence montre la 
présence des quatre régions (R1-R4) fortement conservées dans les enzymes de branchement 
(Baba et al., 1991) (Figure 33). 
 




Figure 33 : Représentation schématique de la structure des enzymes de branchement d’E. coli et de M. 
tuberculosis. Sont représentés les trois domaines de l’enzyme de branchement d’E. coli, les quatre régions 
conservées du tonneau (α⁄β)8 et les acides aminés dont l’importance a été mise en évidence pour la stabilité 
et l’activité de l’enzyme. Ces résidus sont conservés chez M. tuberculosis  
 
On note également une conservation des résidus (Y300, D335, H340, R403, E458, H525 et 
D526) importants soit pour l’activité et la stabilité de l’enzyme soit dans la liaison du substrat 
chez E. coli (Binderup et Preiss, 1998 ; Mikkelsen et al., 2001). Lorsqu’on associe à 
l’alignement de séquences les éléments de structure secondaire de GlgB d’E. coli à partir du 
serveur ESprit, on remarque qu’ils pourraient être tous présents dans l’enzyme de 
branchement de M. tuberculosis car ils coïncident avec des zones plus ou moins conservées 
entre les deux protéines. Ce résultat est confirmé par le modèle proposé par le serveur de 
modélisation (Swiss model). En absence de données de cristallographie concernant un 
complexe enzyme de branchement-substrat et d’α-amylase-substrat de longue chaîne, pour 
essayer d’apprécier la localisation du substrat par GlgB, nous avons procédé à une 
superposition de la structure prédite de GlgB avec celle du complexe α-amylase isozyme II de 
pancréas de porc et maltohexaose (Machius et al., 1996). L’enzyme de branchement est donc 
capable d’accommoder des oligosaccharides de taille au moins égale six résidus glucosyles 
(Figure 34). Ce modèle montre que la cavité du site catalytique est plus ouverte (Figure 34b) 
et moins profonde que celle des autres α-amylases (Figure 34a).  
 




Figure 34 : Vue de surface de l’α-amylase de pancréas de porc en complexe avec un maltohexaose (a) dans 
le site actif de l’enzyme (Machius et al., 1996) et celle de l’enzyme de branchement de M. tuberculosis (b) 
après modélisation (Swiss model) et superposition de structure. 
 
Ceci serait lié au fait que les boucles β2/α3 et β5/β6 des enzymes de branchement qui 
entourent le site catalytique sont plus courtes que celles des autres α-amylases. L’activité 
d’hydrolyse et de transglycosylation se faisant au même endroit, cette topologie permettrait la 
synthèse de molécules telles telles que le glycogène. 
 Lorsqu’on positionne les résidus conservés dans le modèle du complexe GlgB-
maltohexaose, on remarque que la plupart de ces résidus se situent au niveau du site dans 
lequel le maltohexaose est positionné, et que la majorité de ces résidus pointe vers ce que 
pourraient être les sous sites -1 et +1 entre lesquels se produit la rupture la liaison α-(1→4) 
(Figure 35). 
 




Figure 35 : Représentation du maltohexaose dans le « site catalytique » de l’enzyme et les différents acides 
aminés conservés par superposition de structure prédite de GlgB de M tuberculosis (Swissmodel). 
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III. CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 
 
M. tuberculosis, agent causal de la tuberculose produit trois polysaccharides fortement 
riches en glucose (glucane, glycogène et les polyméthylglucoses). La particularité commune à 
ces composés est la prédominance de liaison de type α-(1→4). Bien qu’ayant fait l’objet de 
différentes études structurales, la biosynthèse de ces composés est restée inconnue. Nos 
résultats ont permis de montrer que la synthèse du glycogène, comme celle du glucane font 
intervenir au moins des gènes orthologues de ceux des étapes d’activation, d’élongation et de 
branchement au cours de la biosynthèse du glycogène d’E. coli. Ces gènes sont glgC 
(Rv1213), glgA (Rv1212c) et/ou Rv3032 et glgB (Rv1326c). A la différence de la synthèse du 
glycogène chez E. coli qui fait intervenir une seule voie, celle du glycogène et du glucane 
chez M. tuberculosis font intervenir plus d’une voie. En effet, la délétion du gène candidat de 
l’étape d’activation, glgC, se traduit non pas par une abolition de la production mais par une 
diminution de la quantité de glycogène produite. Il en est de même pour la biosynthèse du 
glucane. Ces résultats montrent que ces deux polysaccharides pour leur synthèse sont activés 
au moins en partie de la même façon. 
L’étape d’élongation du glucane et du glycogène est assurée par GlgA et Rv3032, 
respectivement. La synthèse de ces polysaccharides suite à la délétion soit de glgA (Rv1212c) 
ou Rv3032, montre que soit on a une redondance entre ces deux gènes, soit il existerait 
d’autres glycosyltransférases capables d’allonger les précurseurs issus de l’étape d’activation.  
L’analyse du génome de M. tuberculosis ne permet pas, au moins par alignement de 
séquences protéiques, d’envisager l’existence de tels gènes. L’impossibilité de réaliser une 
souche délétée dans les deux gènes glgA  et Rv3032 semble montrer que les 
glucosyltransférases codées par ces deux gènes seraient responsables de la synthèse, à partir 
du glucose activé, de structure de type α-(1→4)-glucosyle nécessaire à la biosynthèse du 
glucane et du glycogène et des polyméthylglucoses et qu’il existe une redondance entre ces 
gènes. 
Le fait que la délétion de glgB, codant pour une enzyme de branchement (GlgB) 
conduise à des souches non viables montre que ce gène est essentiel à la croissance du bacille 
tuberculeux. L’analyse de la production du glucane et du glycogène des souches 
H37Rv∆glgB/pVVglgBtb et H37Rv∆glgB/pVVglgBcoli et de leurs modifications qualitatives 
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ont permis de mettre en évidence l’implication de Rv1326c dans le branchement de ces deux 
composés. 
Continuer à explorer les voies de biosynthèse du glucane et glycogène chez M. 
tuberculosis implique la recherche de nouveaux gènes candidats. Chez certains organismes, le 
glucose activé sous la forme UDP-glucose intervient dans la biosynthèse du glycogène. Les 
données récentes de la littérature (Lai et al., 2008) sur la caractérisation de Rv0993 et ceux de 
Fulton et al. (2008) sur MAP2569c de M. avium sous sp paratuberculosis dont l’orthologue 
chez M. tuberculosis est Rv1208 montrent que ces deux gènes codent pour des UDP-glucose 
pyrophosphorylases et glucosyl-3-phosphoglycérate synthase respectivement. 
Au vu des mécanismes d’action proposés par ces auteurs, il serait intéressant, à défaut 
de réaliser deux souches mutantes H37Rv∆Rv0993 et H37Rv∆Rv1208, de construire au moins 
le premier mutant pour deux raisons : (i) tester l’utilisation de l’UDP-glucose dans l’activation 
de la synthèse soit du glucane soit du glycogène, (ii) le mécanisme d’action proposé semble 
être en adéquation avec ce qui serait attendu pour la synthèse du glycogène et/ou du glucane. 
En présence ou pas de phénotype pour le mutant H37Rv∆Rv0993, pour tester la redondance 
entre Rv1213 et Rv0993, la construction d’un double mutant H37Rv∆Rv0993∆Rv1213 serait 
intéressante. Pour ce qui est de Rv1208, Jackson et Brennan. (2008), suggèrent son 
implication dans l’étape d’initiation de la biosynthèse des MGLPs.  
 L’ensemble de nos résultats suggère que la biosynthèse du glucane et celle du 
glycogène se réalisent à l’intérieur de la cellule ; toutefois nous sommes sans information 
quant au transport et à la sécrétion du glucane au travers de l’enveloppe. N’étant à ce jour pas 
été décrit de système d’export capable de transporter des molécules de si grande taille, il serait 
intéressant d’envisager une telle étude.  
 L’exploitation de l’enzyme de branchement comme cible thérapeutique ayant fait 
l’objet d’un dépôt de brevet, il serait intéressant de mettre en place un test quantitatif de 
l’activité de l’enzyme et de le miniaturiser afin de tester l’effet d’un plus grand nombre 
composés chimiques. 
 Poursuivre les essais de cristallogenèse pour résoudre la structure cristallographique 
aux rayons X de l’enzyme de branchement présente à la fois un intérêt fondamental et 
thérapeutique. Elle serait la première structure résolue par cristallographie aux rayons X 
d’enzymes de branchement sous la forme native et permettrait d’effectuer un criblage in silico 
d’inhibiteurs lors de la recherche de nouveaux antituberculeux. Un tel travail nécessite une 
optimisation de la production de l’enzyme en modifiant les conditions d’expression et de 
production de l’enzyme. 
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IV. MATERIELS ET METHODES 
 
1. Les souches 
 
1.1. Les souches sauvages 
 
La souche sauvage de Mycobacterium tuberculosis utilisée est H37Rv (ATCC 25618).  
Concernant les corynébactéries, la souche sauvage correspond à Corynebacterium 
glutamicum ATCC 13032. 
 
1.2. Les souches mutantes 
Les mutants (∆glgC, ∆glgA et ∆glgB) de Corynebacterium glutamicum ont été 
construits par Christine Houssin de l’Institut de Génétique et de Microbiologie à Orsay. 
Pour les mycobactéries, les souches mutantes et mutantes complémentées ont été 
construites par Mary Jackson à l’Institut Pasteur (Paris). Elles sont obtenues par inactivation 
de gènes par échanges alléliques de la souche sauvages en utilisant soit la procédure décrite 
par Jackson et al. (2001) soit celle de Pelicic et al. (1997). 
* Inactivation du gène glgC (Rv1213) 
Un fragment d’ADN portant le gène Rv1213 a été amplifié par PCR en utilisant 
les oligonucléotides C364.1 (5’-CCCGAATTCGGCTGGGATAGACCCGCAAC-3) et 
C364.2 (5’-CCCGAATTCGGCGTTTCATCAGCAGTTCG-3’). Le fragment ainsi amplifié 
est cloné dans le vecteur pGEM-Teasy (Promega). La digestion du plasmide pUC4K 
(Amersham Pharmacia Biotech) par une enzyme de restriction HincII permet d’avoir une 
cassette de résistance à la kanamycine qui est ensuite insérée dans le site BamHI après 
traitement à la Klenow du vecteur pGEMTeasy-glgC. Le gène se trouve ainsi inactivé. Une 
copie du gène glgC inactivé (glgC::km), porté sur un fragment de restriction EcoRI, a été 
transférée dans le vecteur pXyl4. Après clonage dans le vecteur pXyl4 et digestion par des 
enzymes de restriction, un fragment de restriction BamHI portant à la fois glgC::km et le gène 
xylE a été cloné dans le vecteur pPR27 au niveau du site BamHI. Ce plasmide, pPP27glgCKX 
a été utilisé dans les expériences d’échange allélique. 
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* Inactivation du gène glgA (Rv1212c) 
Le fragment d’ADN contenant le gène glgA a été amplifié par PCR en utilisant 
les oligonucléotides glgA.1 (5’-GCGGAATTCCGCGGTCGCATTTTCACGTGG-3’) et 
glgA.2 (5’-GCGGAATTCGGATGGTCGACGACCATATCC-3’). La digestion du plasmide 
pUC4K par une enzyme de restriction HincII permet d’avoir une cassette de résistance à la 
kanamycine qui est ensuite insérée dans les sites NcoI de glgA. Cette digestion du gène glgA 
par NcoI a entrainé une délétion de 253 paires de base de la séquence codante du gène. Le 
gène ainsi inactivé glgA::Km est ensuite cloné dans le vecteur pJQ200-xylE donnant le 
plasmide pJQglgAKX utilisé par la suite pour les expériences d’échange allélique. 
 
* Inactivation du gène Rv3032 
Un fragment d’ADN contenant le gène Rv3032 a été amplifié par PCR à l’aide des 
amorces Rv3032.1 (5’-GGGCTGCAGATCGCCGGCGCGCTGGCC-3’) et Rv3032.2 (5’-
TGAGCCATGTCGCCTCCCTGG-3’) et cloné dans le vecteur pUC18. Une cassette de 
résistance à la kanamycine a été excisée à partir du plasmide pUC4K et insérée dans le site 
SmaI (coupant le gène Rv3032) du plasmide pUC18 contenant Rv3032. Un fragment d’ADN 
contenant une copie inactivée du gène Rv3032 (Rv3032::Km) a été cloné dans le site NotI du 
vecteur pPR27X qui contient une origine de réplication thermosensible, le marqueur coloré 
XylE et le marqueur de contre-sélection, SacB (Jackson et al., 2001). Ce plasmide est 
introduit par électroporation dans les cellules de M. tuberculosis rendues compétentes. La 
sélection des bactéries transformées est faite sur milieu 7H11-Km à 32°C, température 
permissive pour la réplication du plasmide. Les clones arborant le plasmide (XylE+) sont 
ensuite cultivés en milieu liquide 7H9-Km à 32°C puis étalés sur milieux contre-sélectif 
7H11-Km-Sucrose à 39°C dans lequel seules les bactéries ayant perdu le gène Rv3032 et 
perdu le plasmide XylE se développent. 
 
* Complémentation des souches 
Pour les expériences de complémentation, le vecteur utilisé est pVV16 (Jackson et al., 
2001). C’est un vecteur navette entre Escherichia coli et les mycobactéries, permettant 
l’expression de gènes mycobactériens sous contrôle du promoteur phsp60. Les protéines 
recombinantes produites portent une étiquette 6x histidines à leur extrémité terminale, 
permettant de contrôler leur expression par l’utilisation d’anticorps anti-histidine-tag. Les 
copies sauvages des gènes Rv1213, Rv1212c et Rv3032 sont contenues, respectivement, dans 
les vecteurs pVVglgC, pVVglgA et pVVRv3032. 
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Le gène glgC de type sauvage utilisé pour la complémentation du mutant ∆glgC a été 
amplifié par PCR à l’aide de deux amorces glgC.1 (5’-GGGCTGCAGCCAT-
GAGAGAAGT-3’) et glgC.2 (5’-CCCAAGCTTGATCCAAACACCCTTGCCCACG-3’). Le 
fragment amplifié est digéré par les enzymes PstI et HindIII  et cloné dans les sites 
PstI/HindIII du vecteur pVV16.  
L’amplification par PCR de glgA de type sauvage pour la complémentation est réalisée 
à l’aide d’amorces suivantes : glgA.5 (5’CCGCGCGCATATGCGGGTGGCG-
ATGTTGACTC-3’) et glgA.6 (5’-CCCAAGCTTCGCGCACACCTTCCGGTAGATG-3’).  
Les souches mutantes ∆glgC, ∆glgA, ∆glgRv3032 rendues compétentes,  sont 
complémentées avec leur vecteur de complémentation respectif. L’électroporation est réalisée 
avec 2,5 kV, 25 µFar et 200 ohms. Une culture de 5 ml est faite à 37°C pendant 24 h puis 
étalée sur milieu sélectif approprié contenant de la kanamycine à 20 µg/ml et hygromycine à 
50 µg/ml.  
 
1.3. Les milieux de culture 
 
* Culture des mycobactéries 
Les mycobactéries (H37Rv, souches mutantes et mutantes complémentées) ont été 
cultivées en voile (interface air/liquide) à 37°C, pendant environ 6 semaines dans 100 ml de 
milieu synthétique Sauton à pH: 7,2. Pour les souches mutantes les cultures sont réalisées en 
présence de l’antibiotique de sélection, la kanamycine à 20 µg/ml. 
 
* Culture des corynebactéries 
 Les différentes cultures de souches sauvages et mutantes de corynébactéries ont été 
réalisées en milieu minimum CGXII avec 4 % maltose, glucose, acétate de sodium, acétate de 
potassium ou lactate de sodium comme source de carbone. Comme chez les mycobactéries, 
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2. Purification du glucane et du glycogène 
 
2.1. Extraction purification du glucane exocellulaire mycobactérien 
 
* Extraction des macromolécules 
 Le milieu de culture récupéré par décantation après culture des bactéries est filtré deux 
fois à travers des filtres de diamètre 0,22 µm. Ce filtrat est concentré et les macromolécules 
précipitées à l’éthanol froid (1:6, v/v) pendant une nuit à 4°C. Le précipité est centrifugé à 
4°C à 9800 g pendant une heure. Le culot issu de cette centrifugation est dialysé contre l’eau 
pendant une journée en utilisant des membranes (Spectra/Por Membrane MWCO : 6-8000 
SPECTRA) qui éliminent des molécules de petites tailles. Les macromolécules ainsi 
récupérées sont lyophilisées pour hydrolyse et analyse en chromatographie en phase gazeuse. 
 
* Purification du glucane 
 Les macromolécules reprises dans un tampon NH4Cl (0,01 M ; pH 8,35) sont déposées 
sur une colonne DEAE Trisacryl (IBF, Villeneuve-la-Garenne, France) (Figure 36). Les 
composés neutres (glucane, arabinomannane et mannane) sont élués avec le tampon de dépôt 
NH4Cl (0,01 M ; pH 8,35) alors que les molécules chargées (protéines majoritairement) le 
sont à leur tour par lavage de la colonne avec une solution de NaCl 1 M. Les différentes 
fractions sont dialysées dans des sacs à dialyse (SpectraPor 6-8000 Da) contre l’eau pour 
éliminer les sels. 
La fraction 0,01 M issue de la DEAE après lyophilisation est solubilisée dans un faible 
volume d’une solution d’acide acétique 0,5 % avant séparation par chromatographie 
d’exclusion sur phase Bio-Gel P-60 (Gel Medium 130 ± 40 µm, BioRad). Le système de 
chromatographie est équilibré avec la solution d’acide acétique 0,5 % à un débit d’environ 10 
ml/h. La fraction exclue est collectée et lyophilisée pour les analyses qualitatives du glucane. 
 
* Extraction et purification du glycogène 
 L’extraction et la purification gu glycogène sont réalisées selon le protocole ci-dessous 
adapté de celui de Bueding et Orell (1964). Les culots bactériens issus des cultures sont 
autoclavés à 130°C pendant 2 heures pour être inactivés. Pour éliminer le milieu de culture 
qui est susceptible de contaminer le glycogène, les bactéries sont lavées suite à deux 
centrifugations successives à 15350 rpm pendant 15 mn et le culot est pesé (Figure 36). Du 
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fait de sa localisation intracellulaire, le glycogène est récupéré après  cassage des bactéries à 
la Press de French avec une pression de 140 bars. Les bactéries non cassées sont éliminées par 
centrifugation à 1100 g pendant 30 minutes. L’élimination des parois et membranes s’effectue 
suite à une nouvelle centrifugation du surnageant à 27000 g pour une durée de 15 minutes. 
 L’extraction du glycogène se poursuit par homogénéisation et décantation d’un 
volume d’extrait acellulaire avec trois volumes de tampon glycine (0,2 M ; pH 10,5) et deux 
volumes de chloroforme dans une ampoule à décanter à 4°C. Cette étape a pour objectif de 
séparer les lipides, solubles dans la phase organique, des autres composés hydrophiles dont le 
glycogène. Après au moins une journée de décantation, la phase aqueuse est récupérée puis 
évaporée. A la phase organique et interphase, on rajoute deux volumes de tampon glycine et 
on laisse décanter pour extraire d’avantage de glycogène. La phase aqueuse est encore 
récupérée et évaporée. Cette opération est répétée plusieurs fois jusqu’à extraction complète 
du glycogène. Les phases aqueuses regroupées sont évaporées à l’évaporateur rotatif, puis 
resolubilisées et récupérées dans de l’eau et centrifugées à 100000 g pendant 4 heures. Le 
culot issu de cette centrifugation est homogénéisé par agitation pendant 30 minutes sur un 
plateau agitant dans 15 ml d’eau. On y rajoute 5 ml d’un mélange chloroforme/octanol (3:1 ; 
v/v) et décanté durant une nuit. La phase aqueuse récupérée est traitée à nouveau avec le 
mélange précédent de chloroforme/octanol (3:1 ; v/v) puis homogénéisé pendant 15 minutes 
avant décantation. Cette opération est répétée plusieurs fois avec différents temps 
d’homogénéisation jusqu’à élimination complète des protéines à l’interphase. La phase 
aqueuse est précipitée par un volume d’éthanol froid pendant une nuit à 4° C, puis centrifugée 
à 4500 g pendant 1heure à 4°C. Le glycogène ainsi récupéré est dialysé et lyophilysé. 
 
2.2. Analyses quantitatives 
 
2.2.1 Analyses quantitatives du glucane par chromatographie en 
phase gazeuse 
 
L’analyse quantitative des macromolécules est réalisée par chromatographie gazeuse. 
100 µL d’une solution de 10 mg/ml de macromolécules et 20 µg d’érythritol (étalon interne) 
sont hydrolysés pendant 1 heure à 110°C par 200 µl d’acide trifluoroacétique (TFA) 2N, puis 
séchés sous azote. Les monosaccharides libérés sont rendus volatiles par per-
triméthylsililation en ajoutant à la pipette pasteur 6 gouttes de la pyridine, 4 gouttes 
d’héxaméthyldisilasane (C6H19NSi2) et 2 gouttes de triméthyldisilasane (C3H9ClSi). 





Figure 36 : Extraction et purification du glucane et du glycogène des mycobactéries (Dinadayala. 2002). 
Obtention du glycogène par la méthode Bueding et al. (1964) et du glucane par la méthode Lemassu et 
Daffé. (1994). 
 
Après 15 minutes de réaction à température ambiante, l’échantillon est séché sous azote puis 
repris dans de l’éther de pétrole et injecté dans un chromatographe Hewlett-Packard 5890 
équipé d’une colonne apolaire OV1 en utilisant l’hélium comme gaz vecteur. Le programme 
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utilisé correspond à un gradient de température de 100°C à 300°C en raison de 5°C/minute. 
Les surfaces correspondant à chacun des oses sont utilisées pour la détermination des 
quantités relatives des différents oses présents dans le mélange. 
 
2.2.2 Analyse quantitative du glycogène 
 
La quantité de glycogène des différentes souches est appréciée après purification du 
polysaccharide (voir plus haut) en faisant le rapport de la masse du composé (mg) sur le poids 
humide de bactéries cassées (g). Le rapport ainsi obtenu est ensuite ramené en pourcentage 
relatif par rapport à la quantité de glycogène produit par la souche sauvage. 
 
2.3. Analyses qualitatives du glucane et glycogène 
 
2.3.1 Analyses par RMN du glucane et du glycogène 
 
Les analyses 1H-RMN et 13C-RMN des polysaccharides dissouts dans du D2O sont réalisées 
sur un appareil Bruker AMX 500 avec une sonde BBI de 5 mm. La température de la sonde 
est maintenue à 343°K afin d’obtenir des signaux interprétables.  
 
2.3.2 Analyse du rayon hydrodynamique 
 
Par cette méthode nous mesurons le rayon hydrodynamique du glucane et du glycogène 
produits par les différentes souches. La méthode consiste à irradier une molécule par une 
source laser et à mesurer l’intensité de la lumière émise par la molécule à un angle de 90°. 
Cette intensité de la lumière dépend de la taille et de la forme de la molécule. Cette technique 
a été utilisée pour étudier la conformation de polysaccharicles dans une solution à 1 mg/ml 
dans de l’eau distillée. L’appareil utilisé est le DynaPro-MS/X Dynamic light scattering 
instrument (ProteinSolutions, Charlottesville, VA), fournissant un rayon de 830 nm. Les 
échantillons sont analysés dans une cuve en quartz de 12 µl à 20°C. Les courbes 
d’autocorrélation sont obtenues à partir du logiciel d’analyse Dynamic V6 software pour un 
angle de 90° avec un temps d’acquisition de 200 secondes. 
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2.3.3 Analyse de l’angle de déviation de la lumière 
 
Une solution de concentration connue est placée dans un polarimètre (Perkin-Elmer 
Spectropolarimeter model 241) dont la source de lumière polarisée est une lampe à vapeurs de 
sodium (λ = 589 nm). Par cette technique on mesure la déviation du plan de polarisation de la 
lumière traversant l’échantillon. Le pouvoir rotatoire ([α]D) caractéristique d’une substance 
donnée est calculé à partir des valeurs de l’angle de rotation α lu sur l’appareil (αlu) grâce à la 
formule: [α]D = (αlu x 100)/(c x l), c étant la concentration de la substance en g/100 ml et l, la 
longueur du trajet optique en dm. 
 
2.4. Tests de virulence chez la souris 
 
 Les tests de virulence chez la souris ont été réalisés par Yan Bordat sur des souris 
BALB/c de 6 à 8 semaines d’âge. Des lots de ces souris ont été infectés soit avec la souche 
sauvage de M. tuberculosis soit avec les différentes souches mutantes par voie aérosol ou 
intraveineuse. Après différents temps d’infection, des souris sont sacrifiées, les poumons et la 
rate sont récupérés et les bactéries sont dénombrées par culture sur milieu solide en présence 
ou pas de kanamycine. 
 
2.5. Enzymologie et Structure de GlgB de M. tuberculosis 
 
Après clonage du gène Rv1326c dans le vecteur pET29c par Mary Jackson, j’ai 
entrepris la transformation de la souche E. coli BL21 (DE3) et la production de l’enzyme. 
 
2.5.1 Préparation de cellules chimiocompétentes et transformation 
chimique 
 
Une préculture de la souche E. coli BL21 (DE3) est réalisée dans 5 ml de milieu LB (Luria 
Browth Base, DIFCO-BRL) pendant une nuit à 37 °C. A partir de cette préculture, une culture 
de 50 ml de LB a été réalisée par ensemencement au 1/50ième. Lorsque la culture atteint la 
phase exponentielle, soit une absorbance comprise entre 0,4 et 0,6 par mesure de la DO à 600 
nm, les cellules sont centrifugées à 4000 rpm pendant 5 minutes et resuspendues dans la glace 
avec 2 ml d’une solution stérile de CaCl2 100 mM. Après une dernière centrifugation à 4000 
rpm pendant 5 minutes, les cellules sont reprises dans 1 ml de solution de CaCl2 100 mM + 
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glycérol 10% froid et aliquotées par tube de 50 µl et congelées à -70°C pour utilisation 
ultérieure. 
 Un aliquot de 50 µL de bactéries compétentes, en l’occurrence E. coli BL21 (DE3), 
sont incubées en présence du plasmide contenant le gène Rv1326c pendant 15 minutes dans la 
glace. Pour la transformation nous utilisons le choc thermique qui consiste après l’incubation 
dans la glace à faire une seconde incubation de 1,5 minutes dans un bain préalablement 
chauffé à 42° C. On rajoute par la suite 1 ml de milieu LB et incube à 30°C pendant une 
heure. Un volume de 100 µl ou 900 µl de bactéries est ensuite étalée sur boite de pétrie 
contenant du LA (Luria Agar) et la kanamycine (30 µg/ml). Des colonies de bactéries 
transformées sont obtenues après une nuit de culture. 
 
2.5.2 Production de l’enzyme de branchement (GlgB) 
 
Différent protocoles de production d’enzymes de branchement du glycogène existent 
dans la littérature. Pour la production de GlgB de M. tuberculosis, nous avons modifié la 
méthode décrite par Garg et collaborateurs en 2007.  
 Après une préculture sur milieu liquide réalisée la veille, les bactéries sont 
ensemencées dans 1 à 1,5 L milieu LB contenant de la kanamycine à 30 µg/ml finale de 
culture. La culture est incubée à 37°C et la croissance bactérienne est vérifiée par mesure de 
l’absorbance à 600 nm au spectrophotomètre. Lorsque celle-ci atteint 0,6, la culture est placée 
à température ambiante pendant 20 minutes avant de procéder à l’induction avec de l’IPTG 
(Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside) à une concentration finale de 0,3 mM. La 
production est réalisée à 18°C pendant 18 heures sous une agitation de 250 rpm. Les bactéries 
sont centrifugées à 6000 g pendant 20 minutes à 4°C et le culot est rincé avec du tampon Tris 
50 mM, NaCl 200 mM, pH 8, PMSF par centrifugation à 4000 g pendant 20 minutes à 4°C. 
Le culot est congelé à -80°C pour usage ultérieur. Pour tester l’état de production de la 
protéine, un aliquot de 2 ml de culture avant et après induction a été récupéré. Les bactéries 
sont centrifugées à 10000 g pendant 5 minutes à 4°C. Les culots bactériens sont repris dans 
200 µl tampon phosphate 100 mM, pH:8 contenant du lysozyme (0,5 mg/ml) et d’un mélange 
d’inhibiteurs de protéases (0,113 mg/ml) (leucopine, soybean,  TLCK, apropine, testanine et 
de PMSF). Les cellules sont placées à -80°C pendant une nuit et décongelées par agitation à 
température ambiante. A cette suspension bactérienne est rajoutée de la DNAse I (5 µg/ml 
final), de la RNAse A (10 µg/ml final) et du MgCl2 (10 mM finale) et le tout incubé pendant 
15 minutes à 4°C sous agitation. Une partie est récupérée et constitue la fraction totale et le 
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reste est centrifugée à 13000 rpm pendant 15mn à 4°C. Le surnageant constituant la fraction 
soluble est récupéré, le culot (fraction insoluble) est repris dans 120 µL de tampon phosphate 
100 mM, pH 8. Ces différentes fractions sont mises sur gel SDS-PAGE 12 % et la présence de 
la protéine d’intérêt est détectée après migration et révélation par Western-blot. 
 
2.5.3 Gel SDS-PAGE et Immunorévélation : Westernblot  
 
La révélation des protéines est réalisée sur gel de polyacrylamide 12 % après 
migration dans un tampon Tris-Glycine.  
Ne disposant pas d’anticorps dirigé contre GlgB, l’immunorévélation est réalisée en 
utilisant l’anticorps dirigé contre l’étiquette poly-histidine. 
Après migration sur gel de SDS-PAGE, les protéines sont transférées pendant 30 mn à 15 V 
sur une membrane de nitrocellulose, en système semi-sec (transblot SD semi dry transfer cell, 
BIO-RAD) avec le tampon Towbin. Afin de vérifier le transfert, la membrane est colorée au 
rouge ponceau ; incubée pendant 10 ml dans le tampon de blocage (5 g de lait en poudre dans 
100 ml de tampon TBS (Tris Buffer Saline) (Tableau 7) pendant 1 heure à 4°C sous agitation 
pour bloquer les sites réactifs. Après blocage, la membrane est à nouveau incubée pendant 
une nuit à 4°C avec un anticorps primaire anti-tag-histidine de souris dilué auparavant dans le 
tampon de blocage. La membrane est lavée (3 x 10 munites) dans 10 ml de tampon de lavage 
contenant du Tween 20 à 0,5% dans du TBS. La membrane est ensuite incubée pendant 1 
heure avec un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de souris couplé à la phosphatase 
alcaline dilué au 1/800 ième. La membrane est lavée à nouveau comme précédemment et les 
protéines sont révélées par rajout de 5 ml de tampon de révélation, 16,5 µl de BCIP (5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate 50 mg/ml) et 33 µl d’une solution à 50 mg/ml de NBT 
(Nitro Blue Tetrazolium). La révélation est réalisée pendant 15 munites puis arrêtée en 
rajoutant 2 ml de TBS + EDTA 20 mM. 
 
Tampons Réactifs 
Rouge Ponceau 0,1% de rouge ponceau dans de l’acide acétique 5% 
TBS 8 g NaCl, 0,2 g KCl + 3 g Tris base, H2O qsf 1 L/ pH 7,4 
Révélateur  6 g Tris-Base, 3 g NaCl, 0,26 g MgCl2, H2O qsf 500 ml 
 
Tableau 7 : Composition des différents réactifs utilisés lors du western-blot 
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2.5.4  Purification de GlgB (Rv1326c) sur colonne de 
chromatographie Histrap et Poros. 
 
Le protocole de purification de l’enzyme de branchement que nous avons mis au point 
comprend deux grandes étapes essentielles, à savoir une étape de chromatographie par 
chélation de Nikel (HisTrap Chelating HP de 1 ml) et une chromatographie échangeuse 
d’anions (POROS), les deux séparées par une étape de dessalage. 
Il est important de préciser que l’objectif premier de ce travail est de produire une protéine 
pure en vue de réaliser des essais de cristallogenèse. Le choix des tampons dans les 
différentes étapes est donc guidé par cet objectif. 
 Le culot bactérien précédemment préparé après production, est suspendu dans 15 ml 
sous agitation, à température ambiante dans du tampon de lyse (Tris 50mM, NaCl 200mM, 
pH 8, PMSF) avant d’être soniqué 3x30 secondes (50% de cycle actif) avec un délai de 30 
secondes. Le lysat bactérien est centrifugé à 17000 g pendant 30 mn à 4°C. Le surnageant est 
filtré à travers des filtres 0,45 µm sur une unité de filtration. 
 Avant chaque purification, la colonne est régénérée en la chargeant en ions Nickel. Cette 
régénération consiste à laver la colonne avec 10 CV (volume de colonne) avec de l’eau milli 
Q, charger la colonne avec 5 CV d’une solution de sulfate de nickel 0,1 M. L’excès de nickel 
est éliminé en relavant la colonne avec 5 CV d’eau milli Q. 
 Les pompes A et B sont lavées à l’eau, puis avec le tampon Tris 50 mM, NaCl 200 
mM, 30 mM d’imidazole, pH 8 et la P960 avec de l’eau. La colonne Histrap est montée sur le 
système de chromatographie sous un débit de 0,1 ml/min d’eau et lavée avec 10 CV avec un 
débit 10 fois plus important jusqu’à stabilisation de la conductance et de l’absorbance avant 
de laver chacune des pompes avec leur tampon respectif. En plus des différents lavages des 
pompes, le programme de la chromatographie de chélation de Nickel (Histrap) comprend : 
- l’équilibration de la colonne avec 15 CV de tampon Tris 50 mM, NaCl 200 mM, 30 
mM d’imidazole, pH 8. 
- le chargement de l’échantillon à 1 ml/min et deux lavages de la colonne pour 
éliminer le matériel non fixé et les protéines contaminantes avec 10 et 15 CV de tampon Tris 
50 mM, 200 mM NaCl pH 8 avec 30 mM et 40 mM d’imidazole, respectivement. 
La protéine est éluée avec 20 CV de tampon Tris 50 mM, 200 mM NaCl, 200 mM 
d’imidazole, pH 8. Le programme se termine par deux lavages avec 10 et 5 CV de tampon 
Tris 50 mM, 200 mM NaCl, 1M d’imidazole, pH 8 et Tris 50 mM, 200 mM NaCl avec 30 
mM d’imidazole, pH 8 respectivement. La présence de la protéine dans les fractions de 
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l’élution est détectée sur gel de SDS-PAGE. Celles contenant la protéine sont rassemblées et 
dessalées pour diminuer la quantité d’imidazole avant le passage à la chromatographie 
d’affinité. Pour minimiser les pertes de protéine lors du dessalage sur colonne PD10, nous 
avons procédé à la stratégie qui consiste à diluer l’échantillon au 1/10 iéme du matériel dans le 
tampon Tris-HCl 50 mM, pH 8. 
La P960 est montée sous un débit d’eau de 0,1 ml/mn d’eau et le système est lavé avec 10 CV 
d’eau. Comme dans le cas de la chromatographie sur colonne de chélation de nickel, Histrap, 
les pompes A et B sont lavées avec les tampons Tris-HCl 50 mM, pH 8 et Tris-HCl 50 mM, 1 
M NaCl pH 8 respectivement. Le chargement de la protéine sur la colonne est faite à faible 
débit après équilibration de celle–ci par 10 CV de tampon Tris-HCl 50 mM, 20 mM de NaCl, 
pH 8. Pour éliminer le matériel non fixé, la colonne est lavée avec 2x10 CV de tampon Tris-
HCl 50 mM, 20 mM de NaCl et Tris-HCl 50 mM, 200 mM de NaCl, pH 8, respectivement. 
La protéine est éluée avec 20 CV de mélange de tampons Tris-HCl 50 mM, 300 mM NaCl, 
pH 8 et les fractions sont déposées sur gel SDS-PAGE pour vérifier la pureté. L’étape finale 
de la purification consiste en deux lavages de 10 CV chacun de tampon Tris-HCl 50 mM, 1M 
NaCl, pH 8 et Tris-HCl 50 mM, pH 8, respectivement. Les fractions contenant la protéine 
sont rassemblées, puis concentrées au Vivaspin avant de procéder aux essais de 
cristallogenèse.  
 
2.5.5 Etude de l’agrégation de la protéine 
 
Afin d’évaluer l’agrégation de la protéine en solution après purification et au cours de la 
concentration, nous avons utilisé la diffusion dynamique de la lumière (DLS). Le caractère de 
dispersité d’une protéine est important pour la cristallogenèse. En effet, une solution 
monodisperse d’une protéine est plus favorable à la cristallisation qu’une solution 
polydisperse contenant par exemple des agrégats. Comme pour l’étude des polysaccharides, 
l’expérience consiste à envoyer un faisceau incident monochromatique (λ = 825 nm) sur 
l’échantillon à étudier et à analyser le rayonnement diffusé. Par cette méthode nous avons 
accès à la conformation de la protéine en solution par mesure du rayon hydrodynamique. Le 
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2.5.6  Essais de cristallogenèse 
 
Les essais de critallisation à haut débit ont été réalisés avec le robot de cristallogenèse 
Nanodrop ExtY (Innovadyne) avec des plaques de marque « grainer » 96 puits en utilisant la 
stratégie de diffusion de vapeurs en gouttes assises. Elle consiste à mettre dans chaque puits 
70 µl de solution de cristallisation dont 200 nl sont répartis automatiquement avec 200 nl de 
protéine seule ou en présence de ligand dans des cupules. Le suivi de la cristallisation est 
effectué par prise de vue à intervalle de temps régulier des boites par le robot de type 
CrystalPro (Tritek). Les différents essais réalisés sont reportés ci-dessous (Tableau 8). 
 
Nom du “screen” Fournisseur 
Classic Suite 
PEG Suite 
PEG II Suite 
AmSO4 Suite 
pH Clear Suite 
pH Clear II Suite 
Qiagen 
Low Ionic Strength Sigma aldrich 
JCSG Core Suite I 
JCSG Core Suite II 
JCSG Core Suite II 
JCSG Core Suite IV 
Mb Class Suite 
Mb Class Suite II 
Qiagen 
 
Tableau 8 : Liste des différents « screens » réalisés en cristallogenèse. 
 
2.5.7. Tests d’activité et spectre de dichroïsme circulaire 
 
Pour tester l’activité de branchement de l’enzyme nous avons réalisé un test 
colorimétrique en utilisant l’amylose comme substrat. 12 mg d’amylose sont solubilisés dans 
100 µl de DMSO. A partir de cette solution, une nouvelle solution d’amylose 0,2 mg/ml est 
préparée dans du tampon citrate 50 mM, pH 7. Le réactif d’iode est préparé à partir d’une 
solution d’iode de stockage faite d’un mélange de 0,052 mg/ml d’I2 et de 0,52 g/ml de KI 
dans de l’eau. Ce réactif « du jour » consiste en un mélange de 0,25 ml de la solution stock de 
réactif avec de 0,25 ml de HCl 1N et 64,5 ml d’H2O. Cette solution doit être fraîche donc à 
préparer le jour de la manipulation. Le test consiste à incuber un mélange de 20 µl d’enzyme à 
0.043 mg/ml avec 80 µl d’amylose à 0,2 mg/ml dans du tampon citrate pendant 30 mn à 
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30°C. Pour inactiver l’enzyme, le matériel est placé pendant une minute dans de l’eau à 80°C. 
Une fois l’enzyme inactivée, on rajoute 2 ml de réactif d’iode fraichement préparé et on lit 
l’absorbance à 660 mn. 
 L’étude en dichroïsme circulaire a été réalisée en utilisant l’appareil CD6 de la marque 
Jobin-Yvon disponible dans le laboratoire, avec une cuve de largeur de 1mm contenant 200 µl 
de protéine à 200 µg/ml. Le dichroïsme circulaire est une technique spectroscopique 
permettant d’analyser la conformation de molécules chirales, donc optiquement actives. Dans 
notre cas nous avons étudié le spectre d’absorption dans l’UV lointain qui permet d’avoir des 
renseignements sur la structure secondaire de la protéine seule ou en présence de ligand. 
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Summary
Mycobacterium tuberculosis and other pathogenic
mycobacterial species produce large amounts of a
glycogen-like a-glucan that represents the major
polysaccharide of their outermost capsular layer. To
determine the role of the surface-exposed glucan in
the physiology and virulence of these bacteria, ortho-
logues of the glg genes involved in the biosynthesis
of glycogen in Escherichia coli were identified in
M. tuberculosis H37Rv and inactivated by allelic
replacement. Biochemical analyses of the mutants
and complemented strains indicated that the syn-
thesis of glucan and glycogen involves the a-1,4-
glucosyltransferases Rv3032 and GlgA (Rv1212c), the
ADP-glucose pyrophosphorylase GlgC (Rv1213) and
the branching enzyme GlgB (Rv1326c). Disruption of
glgC reduced by half the glucan and glycogen con-
tents of M. tuberculosis, whereas the inactivation of
glgA and Rv3032 affected the production of capsular
glucan and glycogen, respectively. Attempts to
disrupt Rv3032 in the glgA mutant were unsuccessful,
suggesting that a functional copy of at least one of
the two a-1,4-glucosyltransferases is required for
growth. Importantly, the glgA mutant was impaired in
its ability to persist in mice, suggesting a role for the
capsular glucan in the persistence phase of infection.
Unexpectedly, GlgB was found to be an essential
enzyme.
Introduction
Tuberculosis remains a serious health problem world-
wide, with an estimated one-third of the population
infected by Mycobacterium tuberculosis, the causative
agent of tuberculosis, and a death toll of more than 2
million people annually. Understanding the molecular
mechanisms enabling the tubercle bacillus to multiply in a
hostile environment such as the macrophage and to
survive in the host is important for the design of novel
strategies to combat the disease. The cell envelope of
pathogenic mycobacteria plays important roles in host–
pathogen interactions and in the resistance of these
microorganisms to chemotherapeutic treatments (Jarlier
and Nikaido, 1990; Daffé and Draper, 1998). The enve-
lope consists of a typical plasma membrane, surrounded
by a complex wall of carbohydrates and lipids that are
organized into an outer membrane (Hoffmann et al.,
2008; Zuber et al., 2008), which is in turn surrounded by
an outer layer (Daffé and Draper, 1998). The unusual
chemical nature of the envelope makes it difficult for the
host to degrade.
The outermost compartment of the cell envelope of
pathogenic mycobacterial species consists in a loosely
bound structure called capsule (Chapman et al., 1959;
Hanks, 1961; Daffé and Draper, 1998). We have previously
shown that the capsular material is composed of carbohy-
drates and proteins with only small amounts of species- or
type-specific lipids (Ortalo-Magné et al., 1995; Lemassu
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et al., 1996). Although mycobacteria shed some of this
material in the culture medium during in vitro growth
(Ortalo-Magné et al., 1995), capsular components clearly
coat in vivo-grown bacteria (Schwebach et al., 2002),
probably retained by the phagosomal membrane (Daffé
and Draper, 1998). The major carbohydrate constituent of
the capsule of M. tuberculosis, representing up to 80% of
the extracellular polysaccharides, is a high-molecular-
weight (> 100 000 Da) a-glucan composed of a →4-a-D-
Glc-1→ core branched at position 6 every five or six
residues by →4-a-D-Glc-1→ oligoglucosides (Lemassu
and Daffé, 1994; Ortalo-Magné et al., 1995; Dinadayala
et al., 2004). Because the carbohydrate nature of the main
constituent of the surface of pathogenic mycobacterial
species has been determined much later than the discov-
ery of the mycobacterial capsule (Lemassu and Daffé,
1994; Ortalo-Magné et al., 1995; Lemassu et al., 1996;
Dinadayala et al., 2004), there is at present little informa-
tion about the biological functions of these components.
Using Complement Receptor 3 (CR3)-transfected Chinese
hamster ovary cells, Cywes and collaborators showed that
capsular polysaccharides, among which the a-glucan,
mediated the non-opsonic binding of M. tuberculosis
H37Rv to CR3 (Cywes et al., 1997). Given that CR3 is one
of the principal phagocytic receptors of monocytes and
neutrophils and that CR3-mediated phagocytosis can
result in the diminution or absence of oxidative burst and
suppression of IL-12 secretion, it was proposed that this
route of entry may be favourable to the intracellular survival
of the tubercle bacillus (Ehlers and Daffé, 1998; Fenton
et al., 2005). In another study, capsular components of
M. tuberculosis were shown to contain compounds that
displayed antiphagocytic properties with certain types of
macrophages (Stokes et al., 2004). a-Glucan was also
recently shown to induce monocytes to differentiate into
altered dendritic cells that failed to present lipid antigens to
CD1-restricted T cells, to upregulate CD80, and that pro-
duced IL-10 but not IL-12 (Gagliardi et al., 2007). Finally,
the cell wall a-glucan of Pseudallescheria boydii, which
appears to be similar in structure to that of pathogenic
mycobacteria, was involved in the internalization of this
fungus by macrophages and the induction of the innate
immune response by a mechanism dependent on toll-like
receptor 2, CD14 and MyD88 (Bittencourt et al., 2006).
Although these findings suggested an important role for
capsular glucan in the regulation of phagocytosis and the
modulation of the immune response, most of them were
derived from in vitro studies using purified glucan and
cellular models that may not accurately reflect its contri-
bution during mycobacterial infections. The construction
of mutants deficient in the synthesis of glucan was thus
warranted to assess the relevance and individual contri-
bution of this polysaccharide to the pathogenicity of
M. tuberculosis.
Results
Identification of M. tuberculosis H37Rv genes potentially
involved in a-D-glucan and glycogen biosynthesis
Mycobacterium tuberculosis and M. bovis BCG capsular
glucans are composed of repeating units of →4-a-D-
Glcp-1→ residues and some →4-a-D-Glcp substituted at
position 6 with one to six a-D-Glcp residues (Lemassu
and Daffé, 1994; Ortalo-Magné et al., 1995; Dinadayala
et al., 2004), indicating a glycogen-like highly branched
structure. Given the structural similarities between a-D-
glucan and glycogen, the synthesis of both polysaccha-
rides is expected to involve similar catalytic reactions
(Fig. 1). The two polysaccharides may even share, at
least in part, a common biosynthetic pathway. In addition
to the a-1,4-glucosyltransferase gene Rv3032 which we
recently showed to be involved in the synthesis of both
6-O-methylglucosyl lipopolysaccharides (MGLP) and gly-
cogen (Stadthagen et al., 2007), four genes were found
to potentially participate in the synthesis of a-D-glucan
and/or glycogen in the genome of M. tuberculosis H37Rv.
Rv1213 encodes a putative ADPGlc pyrophosphorylase.
The product of this gene shares 35% amino-acid identity
with the Escherichia coli ADPGlc pyrophosphorylase
(GlgC) that is responsible for the synthesis of the glucosyl
donor, ADP-Glc. Rv1213 is immediately adjacent to the
putative glycogen synthase gene, glgA (Rv1212c), whose
orthologue in Corynebacterium glutamicum was recently
implicated in glycogen synthesis (Tzvetkov et al., 2003).
Rv1326c encodes an a-1,4-glucan branching enzyme
potentially responsible for the branching of the oligoglu-
cosyl units on the glucosyl backbone (Garg et al., 2007).
Rv1326c shares 48% amino-acid identity (63% similarity)
with the branching enzyme from E. coli. This M. tubercu-
losis glgB-like gene is arranged in an operon with glgE
(Rv1327c), a gene encoding a glucanase whose ortho-
logue in Mycobacterium smegmatis is required for the
degradation and recycling of glycogen (Belanger and
Hatfull, 1999). It is also adjacent to another catabolic
gene, glgP (Rv1328), encoding a probable glycogen
phosphorylase (Schneider et al., 2000). Finally, Rv1562c
(treZ) is the third gene of an operon that has been
involved in the metabolism of trehalose (De Smet et al.,
2000; Woodruff et al., 2004). The sequence similarity
Rv1562c shares with bacterial a-1,4-glucan branching
enzymes (26% identity with the E. coli GlgB protein on a
241-amino-acid overlap) suggested that it may also catal-
yse the branching of glycogen and/or a-D-glucan.
Disruption of the glgA, glgB, glgC and treZ orthologue
genes by allelic exchange in M. tuberculosis H37Rv
glgA, glgC and treZ orthologues were disrupted by
homologous recombination in M. tuberculosis H37Rv
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using standard protocols (Pelicic et al., 1997; Jackson
et al., 2001). Allelic replacement at the glgA, glgC and
treZ loci was confirmed in each mutant by Southern
hybridization (Fig. S1). One glgA mutant, one treZ mutant
and one glgC mutant were selected for further studies and
named H37RvDglgA, H37RvDtreZ and H37RvDglgC,
respectively. Unexpectedly, despite repeated attempts to
knock out the glgB gene in M. tuberculosis H37Rv, no
candidate allelic exchange mutants could be isolated.
Single-cross-over was, however, achievable at the glgB
locus (data not shown). To determine whether the failure
to disrupt the glgB gene was due to its essentiality, we
then performed an allelic exchange experiment using an
M. tuberculosis merodiploid strain. This strain was con-
structed by transforming the clone that had undergone a
single cross-over at the glgB locus with pVVglgBtb. Gene
replacement was then carried out following standard pro-
cedures (Jackson et al., 2001). Analysis by PCR and
Southern blotting of eight clones corresponding to puta-
tive double-cross-over recombinants showed that allelic
exchange had occurred at the chromosomal glgB locus
of five of them (Fig. S1). Therefore, the expression
of glgB from pVVglgBtb was sufficient to rescue an
M. tuberculosis knockout mutant, indicating that this gene
Fig. 1. Proposed pathway for the biosynthesis of glycogen and glucan in M. tuberculosis.
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is essential for growth. Allelic replacement at the glgB
locus of M. tuberculosis was also achievable in the pres-
ence of a wild-type copy of the glgB gene from E. coli
expressed from pVVglgBcoli, suggesting that both glgB
orthologues have a similar function. Finally, in spite of
individual glgA and Rv3032 knockouts being achievable
(Stadthagen et al., 2007), two independent attempts
to disrupt the Rv3032 gene in H37RvDglgA in order to
create a mutant simultaneously deficient in both a-1,4-
glucosyltransferases turned out to be unsuccessful. Thus,
M. tuberculosis H37Rv requires a functional copy of at
least one of these two genes for growth.
Structural features of the glycogen of M. tuberculosis
The structural features of the a-glucans from M. tubercu-
losis and M. bovis were previously established (Lemassu
and Daffé, 1994; Dinadayala et al., 2004). The polysaccha-
ride from both origins exhibited a glycogen-like structure,
i.e. a→4-a-D-Glcp-1→ core, substituted at some six posi-
tions with short a→4-a-D-Glcp-1→ oligoglucoside chains.
As these similarities were based on the structures of
glycogens from non-mycobacterial sources, we first inves-
tigated the structure of M. tuberculosis glycogen. Knowing
that the structural features of glycogen are age-dependent
(Antoine and Tepper, 1969a), the mycobacterial a-glucan
and intracellular glycogen analysed herein were purified
from the same culture batches. The a-glucan was
extracted from culture filtrates as described (Lemassu and
Daffé, 1994). The corresponding cells were disrupted and
the intracellular glycogen was recovered from the cytosolic
fraction as described under Experimental procedures. The
mycobacterial glycogen run in a Bio-Gel P-200 gel gave a
single chromatographic peak at a position corresponding
to an apparent molecular mass of 100 000 Da, as reported
for the a-glucan of M. tuberculosis (Lemassu and Daffé,
1994; Ortalo-Magné et al., 1995). Surprisingly, this
molecular mass was 100-fold less than that estimated
earlier by analytical ultracentrifugation (Antoine and
Tepper, 1969b).
Gas chromatography (GC) analysis of the trimethysilyl
derivatives of the acid hydrolysis products of the purified
glycogen showed that it was exclusively composed of Glc.
GC-mass spectrometry (GC-MS) analysis of the partially
O-methylated, partially O-acetylated alditols derived from
the polysaccharide showed that it consisted of the three
expected types of residues, i.e. (i) terminal Glc-(1→; (ii)
→4)-Glcp-(1→ or 5-linked-Glcf; and (iii) →4,6)-Glcp-(1→
or 5,6-Glcf. The pyranosyl conformation of the glycosyl
residues that composed the polysaccharide was estab-
lished from the examination of the 13C-NMR spectra
(Fig. S2) that showed a signal at 100.5 p.p.m. corre-
sponding to the resonances of anomeric carbons in
a-glucopyranosyl units (Zang et al., 1991; Dinadayala
et al., 2004). The 1H-NMR spectrum of the M. tuberculosis
glycogen (Fig. S2) was similar to that published for the
a-glucan of M. bovis BCG (Dinadayala et al., 2004) and
eukaryotic glycogen (Zang et al., 1991).
The lengths of the 6-branched chains in the glycogen
from M. tuberculosis were determined by matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS
of per-O-acetylated fragments released after digestion
with pullulanase, an enzyme that specifically hydrolyses
Glc-a(1→6)-Glc linkages (Dinadayala et al., 2004). The
efficiency of the enzymatic hydrolysis was monitored
by the disappearance of the signal resonances at
5.00 p.p.m. in the 1H-NMR spectra. The reaction was
found to be complete after 72 h of digestion. The digestion
of pullulan into triglucosides was used as the positive
control whereas maltoheptaose, from which no degrada-
tion was observed, was the negative control. The diges-
tion products of the glycogen from M. tuberculosis
consisted mainly of two to six residues; minor oligosac-
charides with seven to nine units were also present in the
mixtures of per-O-acetylated oligosaccharides analysed
(Fig. S3). No oligosaccharide derivatives containing 10 or
more sugar residues were detected. These data indicated
that the lengths of the branched chains in the glycogen of
M. tuberculosis are similar to those of the glucan from the
same species (Lemassu and Daffé, 1994).
1H-NMR signals at 5.38 p.p.m., which correspond to the
resonances of terminal, branched or linear a-D-Glcp-
(1→4) anomeric protons, as well as those at 5.00 p.p.m.
assignable to the resonances of 4-linked or terminal a-D-
Glcp-(1→6) anomeric protons, were observed in the
spectra of glycogen (Fig. S2) and a-glucan (Dinadayala
et al., 2004). The optical rotatory ([a]D) values measured
for M. tuberculosis glycogen was 165°  5, and thus sig-
nificantly different from that determined for M. bovis BCG
glycogen (75°), indicating a difference in the conformation
of the two polysaccharides (Dinadayala et al., 2008). Con-
sistent with this, the dynamic radius of the glycogen of
M. tuberculosis (25–26 nm) was different from that mea-
sured for the glycogen from M. bovis (35 nm, Dinadayala
et al., 2008).
Glycogen and a-D-glucan contents of the
M. tuberculosis knockout mutants
To analyse the impact of the disruption of the various
genes on the production of glucan, two complementary
approaches were used. The relative percentages of Ara,
Glc and Man, the sugar constituents of the extracellular
arabinomannan glucan and mannan (Lemassu and Daffé,
1994) were determined by GC in the culture filtrates of
three to four independent batches of the wild-type and
mutant strains. Additionally, the amounts estimated by GC
analysis of the three sugar constituents of the extracellu-
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lar polysaccharides were calculated relative to an external
standard, erythritol (Ery). Very similar Glc contents
(0.56  0.07), determined as Glc versus Ara+Man+Glc
ratios, were obtained for the different batches of the wild-
type H37Rv strain (Fig. 2), indicating that the synthesis of
capsular glucan was relatively constant and the prepara-
tion method reliable. Importantly, the ratios Glc/Ery varied
according to the strains examined whereas those of Ara/
Ery and Man/Ery were unchanged. Notably, twofold less
glucan was recovered from the culture medium of
H37RvDglgC (Fig. 2). The molecular radius of the glucan
synthesized by H37RvDglgC, which reflects the confor-
mation of the polysaccharide, was also slightly (22 versus
26 nm) but significantly affected by the mutation (Table 1).
Complementation of the mutant with a wild-type copy of
glgC restored glucan production to wild-type level as well
as the native structure of the polysaccharide (Fig. 2;
Table 1). The production of glucan was similarly affected
in the H37RvDglgA mutant but not in H37RvDRv3032 and
H37RvDtreZ (Fig. 2). Interestingly, glucan production
could be restored in H37RvDglgA upon complementation
with a wild-type copy of the Rv3032 gene, indicating a
partial redundancy of the two enzymes (Fig. 2). However,
unlike the H37RvDRv3032 mutant (Stadthagen et al.,
2007), H37RvDglgA produced wild-type amounts of
MGLP (data not shown).
Fig. 2. Glucan contents of M. tuberculosis H37Rv, its isogenic H37RvDglgA, H37RvDglgC, H37RvDRv3032 and H37RvDtreZ mutants, and
the complemented mutant strains. Exocellular polysaccharides were isolated from three to four different batches, hydrolysed by trifluoroacetic
acid, trimethylsililated and analysed by GC, using erythritol as an internal standard. The percentages of glucose in the monosaccharide
mixture were determined. The values correspond to the mean of at least three different batches. Asterisks (**) denote P-values < 0.01
(Student’s t-test).
Table 1. Optical rotatory values ([a]D in degrees) and molecular radius (nm) of the glucans and glycogens purified from the wild-type, isogenic
DglgC, DglgA and DRv3032 mutants, and complemented mutant strains of M. tuberculosis H37Rv.
Strain
Glucan Glycogen
[a]D Radius (nm) [a]D Radius (nm)
H37Rv 212  2 25.7  1.1 167  6 26.6  0.6
H37RvDglgC 186  1 22.7  0.7 134  6 24.0  1.0
H37RvDglgC/pVVglgC 209  8 27.9  2.5 158  6 27.5  1.0
H37RvDglgA 206  5 23.8  0.8 161  15 25.6  0.2
H37RvDglgA/pVVglgA 208  2 25.3  0.5 173  22 25.1  1.1
H37RvDglgA/pVVRv3032 204  2 25.9  1.4 nd nd
H37RvDRv3032 215  2 25.8  0.7 166  1 25.0  0.1
H37RvDRv3032/pVVRv3032 nr nr 166  1 26.2  1.1
H37RvDtreZ nr 27.3  0.7 nd 24.2  0.6
nd, not determined; nr, not relevant.
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Determination of the glycogen content of the wild-type
and mutant strains indicated that both the H37RvDglgC
and H37RvDRv3032 strains were affected in the produc-
tion of this polysaccharide. Complementation of the
mutants with the wild-type copy of the corresponding dis-
rupted gene restored, either fully or partially, glycogen
production (Fig. 3). The global structural features of the
glycogens produced by the mutants were otherwise
similar to those of M. tuberculosis H37Rv as determined
by 1H-NMR analyses (data not shown) and dynamic light
scattering (Table 1). Finally, no significant changes were
observed in the glycogen content and structure of the
H37RvDglgA (Fig. 3) and H37RvDtreZ mutants (data not
shown).
Altogether, our results thus indicated that (i) theADP-Glc
pyrophosphorylase GlgC is involved in the synthesis of
both glucan and glycogen in M. tuberculosis although the
GlgC-dependent ADPGlc pathway is not the only route
to the production of glycogen/glucan in M. tuberculosis,
(ii) GlgA and Rv3032 have partially redundant a-1,4-
glucosyltransferase activities although GlgA is preferen-
tially utilized to synthesize glucan whereas Rv3032 is
predominantly used in the synthesis of glycogen and
MGLP (Stadthagen et al., 2007), and (iii) TreZ is involved in
the biosynthesis of trehalose (De Smet et al., 2000; Woo-
druff et al., 2004) but not in that of glucan and glycogen.
Glycogen and a-D-glucan contents of the merodiploid
M. tuberculosis glgB knockout mutants
GlgB appears to be an essential enzyme of M. tuberculo-
sis. Allelic replacement at the glgB locus was, however,
achievable in the presence of wild-type copies of the glgB
genes from M. tuberculosis or E. coli expressed from the
multicopy plasmid pVV16 (see above). With the goal of
establishing a link between GlgB and glucan and/or glyco-
gen production, we thus set out to determine whether the
deregulated expression of the glgB genes in the merodip-
loid strains and the expression of a heterologous glgB gene
in H37RvDglgB/pVVglgBcoli had any impact on the pro-
duction and structural features of glucan and glycogen.
Interestingly, the production of both the extracellular
glucan and the intracellular glycogen was affected in
H37RvDglgB/pVVglgBtb. This strain synthesized only 57%
and 36% of the glucan and glycogen normally produced
by H37Rv respectively (Table 2). Moreover, while these
polysaccharides were eluted from the permeation gel at a
similar position as those isolated from the parental strain,
contained only Glc and displayed NMR spectra superim-
posable to those of wild-type glucan and glycogen, their
conformations were significantly different from those of
wild-type H37Rv. The molecular radiuses measured for the
glycogen and the glucan of H37RvDglgB/pVVglgBtb were
significantly lower than those of the native polysaccharides
(Table 2). Furthermore, the rotatory power values of
both polysaccharides were affected in the merodiploid
strain (Table 2). Although the merodiploid H37RvDglgB/
pVVglgBcoli produced amounts of glycogen and glucan
comparable to those of the wild-type strain, the conforma-
tion of glycogen was also significantly affected by the
mutation (Table 2). Results thus indicated that, in vivo, the
GlgB enzyme from M. tuberculosis (i) is involved in
the biosynthesis of both glucan and glycogen and (ii) has
the same function as its E. coli counterpart.
Fig. 3. Glycogen contents of M. tuberculosis H37Rv, its isogenic H37RvDglgA, H37RvDglgC and H37RvDRv3032 mutants, and the
complemented mutant strains. The intracellular glycogens were isolated from disrupted cells originating from three to four independent
batches, purified as described under Experimental procedures and weighed. The quantity of glycogen per gram of bacterial dry mass was
determined and compared with the value in the parental H37Rv strain arbitrary set to 100%. The values correspond to the mean of at least
three different experiments. Asterisks (**) denote P-values < 0.01 (Student’s t-test).
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Multiplication and persistence of the glg mutants in
cultured BALB/c mouse bone-marrow macrophages
and in mice organs
To analyse the effects of disrupting glg genes on the
virulence of M. tuberculosis H37Rv we used both BALB/c
bone-marrow macrophages and mouse infection models.
We first evaluated the possible influence of the a-glucan
content on the uptake and intracellular growth of the
H37RvDglgA mutant and its parental strain in cultured
mouse macrophages. Indeed, the a-glucan has been
implicated in the CR3-mediated phagocytosis of
M. tuberculosis, a route of entry that may be favourable to
the intracellular survival of the tubercle bacillus (Ehlers
and Daffé, 1998; Fenton et al., 2005). However, the
H37RvDglgA mutant, which produces twofold less glucan
than did the wild-type strain, did not show any defects in
the examined parameters in both resting and activated
mouse cells (Fig. S4). As a-glucan was also recently
shown to impact on monocyte differentiation into dendritic
cells, which then produce IL-10 but not IL-12 and fail to
present lipid antigens to CD1-restricted T cells and to
upregulate CD80 (Gagliardi et al., 2007) it was important
to determine the putative impact of the disruption of glg
genes on the virulence of M. tuberculosis H37Rv in the
context of the whole animal. Accordingly, the ability of the
wild-type and H37RvDglA, H37RvDtreZ, H37RvDglgC and
H37RvDRv3032 mutant strains to replicate and persist in
the lungs and spleen of BALB/c mice was studied by
colony-forming unit (cfu) analysis. As shown in Fig. 4,
bacterial organ burdens in the mice infected with
H37RvDtreZ, H37RvDglgC and H37RvDRv3032 were
comparable to those of mice infected with the parental
H37Rv strain throughout a 90- to 100-day period. In con-
trast, the ability of H37RvDglgA to persist in both organs
during the late stage of infection was significantly
reduced. At 42 and 90 days post infection, the lungs of
mice infected with the H37RvDglgA mutant carried about
10-fold less cfu than those of mice infected with the
control M. tuberculosis H37Rv strain.
Discussion
The first purpose of the present study was to identify the
genes involved in the biosynthesis of the capsular glucan
and intracellular glycogen of M. tuberculosis. We rea-
soned, based on the structures of the two polysaccharides,
that their biosynthetic pathways were likely to be very
similar to that established for bacterial glycogen in general.
Accordingly, putative orthologues of the glgA, glgB and
glgC genes of E. coli and Bacillus subtilis were identified in
the genome of M. tuberculosis H37Rv. Inactivation of glgC
(Rv1213) resulted in an important reduction in the produc-
tion of both glucan and glycogen, whereas disruption of the
putative a-1,4-glucosyltransferase genes glgA (Rv1212c)
and Rv3032 specifically affected glucan and glycogen
synthesis, respectively. Given the very similar structures of
glycogen and glucan, the molecular mechanisms underly-
ing the preferred involvement of GlgAand Rv3032 in one or
the other pathway are unknown. A possible mechanism
may be related to the putative participation of the two
enzymes in different macromolecular complexes, one
being dedicated to the cytosolic biosynthesis of glycogen,
the other – perhaps coupled to an export system – to that
of glucan. Clearly, further studies will be required to verify
this hypothesis. Our data indicate, however, that Rv3032
and GlgA can at least partially compensate for one another
and that no other a-1,4-glucosyltransferase participates in
the biosynthesis of glycogen and glucan in M. tuberculosis.
This conclusion is based on the three observations that (i)
both H37RvDglgA and H37RvDRv3032 still produced gly-
cogen and glucan, (ii) the overexpression of Rv3032 in
H37RvDglgA fully restored glucan synthesis, and (iii) at
least one of the two a-1,4-glucosyltransferase genes
needs to be functional for M. tuberculosis to sustain growth
in vitro. A correlate of these results is that the production of
glycogen, glucan and/or MGLP is an essential physiologi-
cal requirement of the tubercle bacillus. In this context, it is
interesting to note that while not all mycobacterial species
display functional glgA and Rv3032 genes, they all have
retained at least one of the two enzymes. Mycobacterium
leprae, for instance, which produces MGLP (Hunter et al.,
1986), carries an orthologue of Rv3032 in its genome,
but glgA is a pseudogene. Conversely, a frameshift muta-
tion at the 5′ end of the Rv3032 gene of M. smegmatis
causes this gene to be inactive (our unpublished results).
M. smegmatis does, however, express a glgA gene that




Glc/(Glc + Ara + Man) [a]D Radius (nm) Amount/wild-type [a]D Radius (nm)
H37Rv 0.56  0.07 211  2 25.7  1.1 100  2 167  6 26.6  0.6
H37RvDglgB/pVVglgBtb 0.32  0.02 127  3 21.5  0.4 36  8 44  1 22.5  0.1
H37RvDglgB/pVVglgBecoli 0.54  0.05 nd 27.3  0.5 97  9 91  3 30.0  1.6
nd, not determined.
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most likely accounts for the production of MGLP in this
species.
The fact that significant amounts of both glucan and
glycogen were still produced in the ADPGlc pyrophospho-
rylase glgC mutant indicates that, unlike the situation in
E. coli (Preiss and Romeo, 1989), the GlgC-dependent
ADPGlc pathway is not the only route to glycogen/glucan
synthesis in M. tuberculosis H37Rv. Other as yet uniden-
tified enzymes with low sequence similarity to the usual
prokaryotic ADPGlc pyrophosphorylases may exist in
M. tuberculosis that compensate, at least partially, for the
loss of GlgC in the mutant. Alternatively, one of the two
a-1,4-glucosyltransferases, Rv3032 or GlgA, might utilize
UDPGlc instead of ADPGlc as the sugar donor in the
elongation reactions. Providing support for this assump-
tion, our preliminary studies on the substrate specificity
of Rv3032 indicate that this enzyme has the ability to
transfer Glc from UDPGlc onto short-chain gluco-
oligosaccharides in vitro (G. Stadthagen and M. Jackson,
unpubl. results). Finally, the presence of a putative amy-
lomaltase gene (Rv 1781c, malQ) in the M. tuberculosis
genome suggests that this bacterium might have the
ability to synthesize a-1,4-glucans when grown on
maltose or maltodextrin (Preiss and Romeo, 1989).
An important result of this study is the demonstrated
essentiality of the branching enzyme GlgB. This result
was unexpected as GlgB from M. tuberculosis is, to our
knowledge, the first glycogen-branching enzyme reported
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Fig. 4. Multiplication and persistence of wild-type H37Rv, H37RvDtreZ, H37RvDglgC, H37RvDRv3032 and H37RvDglgA in the lungs and
spleen of BALB/c mice. Results are expressed as means  standard deviations (error bars) of cfu counts for five infected mice. Mice were
infected either intravenously (H37Rv, H37RvDRv3032, H37RvDglgA) or via the aerosol route (H37Rv, H37RvDtreZ, H37RvDglgC). Asterisks
denote P-values < 0.05 (Student’s t-test) for a comparison of H37Rv versus H37RvDglgA.
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to be essential in a prokaryotic organism. The successful
complementation of H37RvDglgB with the glgB gene of
E. coli proves that the GlgB proteins from both organisms
have, in vivo, similar catalytic functions. This result is
consistent with the recently demonstrated branching
activity of GlgB from M. tuberculosis in an in vitro assay
(Garg et al., 2007). The reason(s) of the essentiality of this
enzyme in the tubercle bacillus is (are) unknown. As GlgB
seems to be the only branching enzyme committed in the
synthesis of glucan and glycogen, its essentiality may be
related to the physiological requirement of M. tuberculosis
to produce at least one of these two polysaccharides as
suggested above. By comparison with glgB mutants of
E. coli (Lares et al., 1974), one may also speculate that a
deficiency in GlgB could lead to the accumulation of linear
poorly water-soluble polymers of 4-linked a-glucosyl resi-
dues either in the cytosol or in the periplasmic space of
the cell envelope (in the case of a putative precursor of
the capsular a-glucan being exported) causing the death
of the Mycobacterium. The latter mechanism would be
similar to the one thought to account for the lethal char-
acter of the counterselectable marker sacB in Gram-
negative bacteria, mycobacteria and corynebacteria,
when sucrose is present in the culture medium (Reyrat
et al., 1998). The levansucrase SacB catalyses the for-
mation of polymers of fructose from sucrose, whose accu-
mulation in the periplasm is believed to lead to cell death.
The Rv3032 and treZ mutants were not affected in
their multiplication or persistence in the BALB/c mouse
model. The virulent phenotype of the latter mutant is
consistent with the virulence data reported by Murphy
and collaborators on a treY mutant of M. tuberculosis
H37Rv affected in the same trehalose pathway (Murphy
et al., 2005). In contrast, the glgA mutant was signifi-
cantly affected in its ability to persist in both the spleen
and the lungs of mice. In view of the biochemical phe-
notype of this mutant and of the existence of two GlgA-
independent pathways for the synthesis of trehalose in
mycobacteria (de Smet et al., 2000; Murphy et al.,
2005), we postulate that the virulence attenuation of the
glgA mutant is due to a decrease in the production of
capsular glucan, not in that of glycogen or trehalose.
Two hypotheses may then account for the absence of an
attenuation phenotype associated to H37RvDglgC which
displays in vitro a similar reduction in glucan content as
H37RvDglgA. First, an increase in UDPGlc production
and UDPGlc-dependent activity of Rv3032 may compen-
sate for the absence of (or decrease in) ADPGlc in the
bacterial cell during host infection. Second, a-1,4-glucan
synthesis from maltose or maltodextrin may be stimu-
lated during the persistence stage of infection. Efforts
are now ongoing in our laboratories to generate an
M. tuberculosis mutant specifically deficient in the syn-
thesis of the capsular glucan through the targeted inac-
tivation of the transport system(s) of this extracellular
polysaccharide.
Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions
Escherichia coli XL1-blue, the strain used for cloning experi-
ments, was propagated in Luria–Bertani (LB) broth (pH 7.5)
(Becton Dickinson, Sparks, MD). M. tuberculosis H37Rv was
grown at 37°C in Middlebrook 7H9 broth supplemented with
10% ADC enrichment (Difco) and 0.05% Tween 80, in
minimal Sauton’s medium as surface pellicles or on agar
Middlebrook 7H11 medium supplemented with OADC (Difco).
When required, antibiotics were added at the following
concentrations: kanamycin, 20 mg ml-1; hygromycin B,
50 mg ml-1. For selection of allelic exchange mutants, 2%
sucrose was added to the solid medium.
Construction of the treZ, glgB, glgA, glgC and
glgA-Rv3032 mutants
The ts/sacB methodology (Pelicic et al., 1997) was used to
achieve allelic replacement at the treZ (Rv1562c), glgC
(Rv1213) and Rv3032 loci of M. tuberculosis H37Rv. The glgA
(Rv1212c) gene was disrupted using a two-step homologous
recombination procedure (Jackson et al., 2001). The essenti-
ality of glgB (Rv1326c) was investigated following a standard
strategy based on the construction of a merodiploid strain
(Jackson et al., 2001). Standard PCR strategies were used to
amplify the M. tuberculosis H37Rv treZ, glgB, glgA, Rv3032
and glgC genes. glgA and its flanking regions were amplified
using primers glgA.1 (5′-gcggaattccgcggtcgcattttcacgtgg-3′)
and glgA.2 (5′-gcggaattcggatggtcgacgaccatatcc-3′), and a
disrupted allele of the glgA gene was constructed by cloning
the kanamycin (Km) resistance cassette from pUC4K (Amer-
sham Pharmacia Biotech) into the NcoI sites of glgA. Digestion
by NcoI resulted in the deletion of 253 bp of the coding
sequence of glgA. glgA::Km was then cloned into pJQ200-
xylE, yielding pJQglgAKX, the plasmid used for allelic replace-
ment. The glgB gene and flanking regions were amplified
using primers B130.2 (5′-gcatttggtcctgaagaagctacg-3′) and
B130.4 (5′-ggggatatccacagcgccgaagtgggcgg-3′), and a dis-
rupted allele of the glgB gene was constructed by cloning the
Km cassette into the SalI sites of glgB. SalI-cut resulted in the
deletion of 740 bp of the coding sequence of glgB. glgB::Km
was then cloned with the xylE coloured marker (Pelicic et al.,
1997) into the BamHI site of pJQ200 to yield pJQglgBKX, the
construct used for allelic replacement at the glgB locus. The
glgC gene and flanking regions were amplified using primers
C364.1 (5′-cccgaattcggctgggatagacccgcaac-3′) and C364.2
(5′-cccgaattcggcgtttcatcagcagttcg-3′) and inserted into
pGEM®-T easy (Promega), yielding pGEMTglgC. A disrupted
allele of the glgC gene was then constructed by cloning the Km
cassette into the BamHI site of glgC. glgC::Km was finally
cloned with the xylE gene into the BamHI site of pPR27 (Pelicic
et al., 1997), to yield p27glgCKX. treZ was amplified using the
couple of primers B48.2 (5′-gcttcctgggcggcgcataccatc-3′) and
B48.3 (5′-cccgaattcggccggctccgcagcccgcag-3′) and a dis-
rupted allele of the treZ gene was constructed by cloning the
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Km cassette into the XhoI site of treZ. treZ::Km was then
cloned with the xylE gene into the BamHI site of pPR27,
yielding p27treZKX. The Rv3032 gene and flanking regions
were PCR-amplified from M. tuberculosis H37Rv genomic
DNA using primers Rv3032.1 (5′-gggctgcagatcgccgg
cgcgctggcc-3′) and Rv3032.2 (5′-tgagccatgtcgcctccctgg-3′)
and a disrupted allele, Rv3032::Str, was obtained by inserting
a streptomycin resistance cassette into the SmaI restriction
site of Rv3032. Rv3032::Str was then cloned into the NotI-cut
and blunt-ended pPR27-xylE to obtain pPR27Rv3032SX, the
construct used for allelic replacement in H37RvDglgA.
Complementation of the glgA, glgB, glgC and
treZ mutants
Wild-type copies of the M. tuberculosis H37Rv glgA, glgB,
glgC and treZ genes carried by the mycobacterial expres-
sion plasmid pVV16 (Jackson et al., 2000), in pVVglgA,
pVVglgBtb, pVVglgC and pVVtreZ, respectively, were used
for complementation studies. The primers used to amplify
glgC were glgC.1 (5′-gggctgcagccatgagagaagtgccgcac-3′)
and glgC.2 (5′-cccaagcttgatccaaacacccttgcccacg-3′). glgZ.2
(5′-tggtgggcatatgcctgaattccgagtatgggc3′) and glgZ.3 (5′-
gggaagcttggccggctccgcagccc gcag-3′) were used to amplify
treZ. glgA.5 (5′-ccgcgcgcatatgcgggtggcgatgttgactc-3′) and
glgA.6 (5′-cccaagcttcgcgcacaccttccggtagatg-3′) were used
to amplify glgA. glgB.1 (5′-cccccccccatatgagtcgatccgagaa
actcacc-3′) and glgB.2 (5′-gggaagcttggcgggcgtcagccaca
gcgc-3′) were used to amplify glgB. In addition, the glgB
gene from E. coli was PCR-amplified using the primers
glgBc.5 (5′-ggccgggcatatgtccgatcgtatcgatagagac-3′) and
glgBc.6 (5′-cccaagcttttctgcctcccgaaccagccag-3′) and cloned
into pVV16, yielding pVVglgBcoli. The primers were
designed to generate PCR products corresponding to the
entire genes devoid of their stop codon and harbouring
NdeI or PstI and HindIII restriction sites (underlined in the
primers’ sequences), enabling direct cloning into pVV16. In
this vector, genes are constitutively expressed under control
of the hsp60 transcription and translation signals and the
recombinant proteins produced carry a six-histidine tag at
their carboxyl-terminus. The production of recombinant pro-
teins in the complemented mutants was analysed by immu-
noblotting with the monoclonal Penta-His antibody from
Qiagen as described previously (Jackson et al., 2000).
Analysis of glycogen and glucan
For the analysis of glycogen and a-D-glucan, M. tuberculosis
strains were grown in Sauton’s medium as surface pellicles.
High-molecular-weight carbohydrates and proteins were pre-
cipitated from 10-fold concentrated culture filtrates with six
volumes of cold ethanol overnight at 4°C. Precipitates were
then recovered by centrifugation at 14 000 g for 1 h, dis-
solved in distilled water, dialysed for 1 day against water to
eliminate traces of salts and glycerol, lyophilized and
weighed. The extracellular a-D-glucan content was deter-
mined by GC of sugar derivatives resulting from the acid
hydrolysis of the lyophilized macromolecules. To this end,
100 mg of polysaccharides and 20 mg of erythritol (used as an
internal standard) were hydrolysed in 200 ml of 2 M trifluoro-
acetic acid for 1 h at 110°C and then dried under nitrogen.
The resulting free hydroxyl groups of liberated sugars were
trimethylsilylated as described (Sweeley et al., 1963), solubi-
lized in petroleum ether and analysed by GC. Further purifi-
cation of a-D-glucan was carried out by chromatography on a
(7 ¥ 1 cm) DEAE-trisacryl gel (IBF, Villeneuve-La-Garenne,
France). The neutral fractions, eluted with 0.01 M NH4Cl
(pH = 8.3), were re-chromatographed on a Bio-Gel P-60
column (Bio-Rad) (90 ¥ 1.8 cm) using 0.5% acetic acid as
the eluent and refractive index detection. The purity of
the excluded fractions was checked by 1H-NMR analysis as
described previously (Dinadayala et al., 2004).
For the purification of glycogen, heat-killed cells were
weighed, suspended in water and centrifuged twice at
1100 g for 15 min to remove loosely attached compounds
among which the extracellular a-D-glucan. Washed cells
were then broken in a French press at 140 bars to liberate
the intracellular glycogen. The material was centrifuged at
1100 g for 30 min to eliminate non-broken cells and the
supernatant was re-centrifuged at 27 000 g for 15 min to
remove cell walls. Glycogen was extracted as described by
Bueding and Orrell (1964) with only minor modifications.
Briefly, one volume of supernatant was mixed with three
volumes of 0.2 M glycine buffer (pH 10.5) and two volumes
of chloroform at 4°C. The upper phase was removed and
the lower phase was re-extracted three times with two
volumes of glycine buffer. The aqueous phases were
pooled, concentrated and centrifuged at 100 000 g for 4 h at
4°C. The gelatinous pellet was homogenized in 15 ml of
water, shaken for 15 min with 5 ml of chloroform/1-octanol
(3:1, v/v), and decanted. The upper glycogen phase was
recovered and the treatment with chloroform/1-octanol was
repeated for longer periods, i.e. 30 and 150 min, until the
proteinaceous interphase disappeared. The aqueous phase
was then precipitated with six volumes of cold ethanol over-
night at 4°C, centrifuged for 1 h at 1500 g, lyophilized and
weighted. The purification process was monitored by deter-
mining the carbohydrate content of the fractions and by
1H-NMR analysis. The glycogen content was defined by the
mass of glycogen versus mass of wet cells.
Samples of polysaccharides purified from the wild-type and
mutant strains were comparatively O-methylated (Blakeney
and Stone, 1985); portions of the per-O-methylated products
were hydrolysed with 2 M CF3COOH at 110°C for 2 h,
reduced with NaBH4 and acetylated. The different partially
O-methylated and partially O-acetylated glucitols were iden-
tified by GC and GC-MS.
Samples of polysaccharides purified from the wild-type and
mutant strains were comparatively hydrolysed with pullula-
nase and the resulting fragments were O-acetylated and
analysed by MALDI-TOF mass spectrometry as described
(Dinadayala et al., 2004; 2008)
MALDI-TOF mass spectra (in the positive mode) were
acquired on a Voyager-DE STR mass spectrometer (PerSep-
tive Biosystems, Framingham, MA) equipped with a pulsed
nitrogen laser emitting at 337 nm. Samples were analysed in
the Reflector mode using an extraction delay time set at
100 ns and an accelerating voltage operating in positive ion
mode of 20 kV. To improve the signal-to-noise ratio, 150
single shots were averaged for each mass spectrum and
typically, four individual spectra were accumulated to gener-
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ate a summed spectrum. Mass spectrum calibration was
performed using the calibration mixture 1 of Sequazyme
Peptide Mass Standards Kit (Perseptive Biosystems), includ-
ing known peptide standards in a mass range from 900 to
1600 Da. Internal mass calibration was performed as previ-
ously described (Laval et al., 2001). Stock solutions of per-
acetylated oligosides were prepared in chloroform, at a
concentration of 1 mM and were directly applied on the
sample plate as 1 ml of droplets, followed by the addition
of 0.5 ml of matrix solution [2,5-dihydroxybenzoic acid
(10 mg ml-1) in CHCl3/CH3OH (1:1, v/v)]. Samples were
allowed to crystallize at room temperature.
The 1H- and 13C-NMR analyses were performed on
a Bruker AMX-500 spectrometer at 500.13 MHz and
125.77 MHz, respectively, using a 5 mm BBI probe, at 343°K
in D2O. A basic pulse programme was used for 1H-NMR
spectra, without pre-saturation of HOD signal, in order to
preserve the integration of the signal at 5.00 p.p.m. A pulse of
45° was applied before a 2 s recycle delay. Free induction
decay (FID) was recorded on 16 k points, and processed by
a sine-bell apodization function before Fourier transformation
and integration. Bruker DEPT (distortionless enhancement by
polarization transfer) sequence was applied for 13C-NMR
analyses.
Gas chromatography of monosaccharide derivatives was
performed on a Hewlett-Packard 5890 series II apparatus
equipped with an OV1 capillary column (0.30 mm ¥ 25 m)
using helium gas. The temperature separation programme
involved an increase from 100°C to 300°C at the rate of
5°C min-1, followed by 10 min at 300°C.
GC-MS analyses were performed on a HP 5889X mass
spectrometer (electron energy, 70 eV) coupled to a HP 5890
series II gas chromatograph fitted with a column identical to
that used for GC. GC-MS analyses were performed in the
electron impact mode.
Conformational studies by dynamic light scattering
The diffusion parameters of the purified polysaccharide solu-
tions (1 mg ml-1 in distilled water) were determined by
dynamic light scattering (DLS). The apparatus consisted of a
DynaPro-MS/X Dynamic light scattering instrument (Protein-
Solutions, Charlottesville, VA), providing an 830 nm light
beam. Samples were analysed in a 12 ml quartz sample cell
at 20°C. Using the Dynamic V6 software, DLS autocorrelation
function were collected at a scattering angle of 90° with a
data acquisition time of 200 s.
M. tuberculosis growth and persistence in mice
Female BALB/c mice (6–8 weeks old) purchased from CER-
Janvier (Le Genest St Isle, France) were infected through the
aerosol route with approximately 100 cfu of wild-type
M. tuberculosis H37Rv or the treZ and glgC mutant strains.
M. tuberculosis aerosols were generated from bacterial sus-
pensions consisting of 5 ¥ 106 cfu ml-1 in phosphate-buffered
saline. Mice were exposed to the aerosols for 15 min. Mice
were infected intravenously with 105 cfu of wild-type
M. tuberculosis or the glgA and Rv3032 mutants as
described (Jackson et al., 1999). Five mice were used per
experimental point and per strain.
Infection of BALB/c bone marrow-derived macrophages
with M. tuberculosis
BALB/c bone-marrow macrophages were prepared, acti-
vated or not, and infected at a multiplicity of infection of one
bacillus per macrophage as described (Rousseau et al.,
2004).
Statistics
Statistical significance was determined using paired Stu-
dent’s t-tests.
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Mycobacteria produce two unusual polymethylated polysac-
charides, the 6-O-methylglucosyl-containing lipopolysacchar-
ides (MGLP) and the 3-O-methylmannose polysaccharides,
which have been shown to regulate fatty acid biosynthesis in
vitro. A cluster of genes dedicated to the synthesis ofMGLPwas
identified in Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium
smegmatis. Overexpression of the putative glycosyltransferase
geneRv3032 inM. smegmatis greatly stimulatedMGLPproduc-
tion, whereas the targeted disruption of Rv3032 in M. tubercu-
losis and that of the putative methyltransferase gene
MSMEG2349 inM. smegmatis resulted in a dramatic reduction
in the amounts ofMGLP synthesized and in the accumulation of
precursors of thesemolecules.Disruption ofRv3032 also led to a
significant decrease in the glycogen content of the tubercle
bacillus, indicating that the product of this gene is likely to be
involved in the elongation of more than one -(134)-glucan in
this bacterium. Results thus suggest that Rv3032 encodes the
-(134)-glucosyltransferase responsible for the elongation of
MGLP, whereasMSMEG2349 encodes theO-methyltransferase
required for the 6-O-methylation of these compounds.
Mycobacteria produce two unusual polymethylated polysac-
charides (PMPS),3 the 3-O-methylmannose polysaccharides
(MMP) (1–2) and the 6-O-methylglucosyl-containing lipopo-
lysaccharides (MGLP) (3, 4). Both polysaccharides localize to
the cytoplasm, where they have been postulated to regulate
fatty acid synthesis by FAS-I as a consequence of their ability to
form stable 1:1 complexes with long-chain fatty acids and acyl-
coenzyme A derivatives (5–9) (for a review, see Ref. 10). PMPS
were also proposed to protect fatty acid products from degra-
dation and to serve as general lipid carriers facilitating the syn-
thesis of the very large and insolublemycolic acid esterswhile at
the same time increasing the tolerance of mycobacteria to high
cytoplasmic concentrations of long-chain acyl-CoA derivatives
(10–12).
PMPS were first isolated from Mycobacterium phlei, Myco-
bacterium smegmatis, and Mycobacterium tuberculosis in the
1960s (2–4), and much of the information we have about the
structure, biosynthesis, and biological activities of these mole-
cules comes from this earlywork.Others then revised the struc-
ture of MGLP and extended the analysis of these molecules to
other mycobacterial species (13–15). The structures of MGLP
andMMP are shown in Fig. 1. MMP have been found in multi-
ple nonpathogenic fast growing species of mycobacteria (16)
and in Streptomyces griseus (17), whereasMGLP have been iso-
lated from severalNocardia species aswell asM.phlei,M. smeg-
matis, Mycobacterium bovis BCG, M. tuberculosis, M. leprae,
andM. xenopi (3–4, 13–15, 18, 19).
Ballou and co-workers (2, 16, 20, 21) isolated precursors of
MMP and characterized an -(134)-mannosyltransferase and
a 3-O-methyltransferase from cell-free extracts ofM. smegma-
tis. These studies led to a biosynthetic model in which MMP is
elongated by a linear alternating process of mannosylation fol-
lowed by O-methylation, in which GDP-Man serves as the
sugar donor for themannosyltransferase and S-adenosylmethi-
onine serves as the source ofmethyl groups. Termination of the
elongation reaction occurs when the length of the chain is suf-
ficient to confer on the polysaccharide fatty acid-binding prop-
erties (11–13 3-O-methylmannoses). At this stage, the chain is
terminated with an unmethylated mannose because the acyl-
CoA-bound oligosaccharides are no longer available as accep-
tors for the 3-O-methyltransferase.
Knowledge of the initiation, elongation, and termination
reactions involved in the biosynthesis ofMGLP ismore limited.
Amembrane-associated acyltransferase activity responsible for
the transfer of acetyl, propionyl, isobutyryl, octanoyl, and suc-
cinyl groups from their respective acyl-CoA derivatives onto
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purified MGLP and partially acetylated -(134)-linked
D-gluco-oligosaccharides has been described (22). A soluble
protein fraction from M. phlei capable of catalyzing the
transfer of methyl groups from S-adenosylmethionine to
positions 6 and 3 of MGLP and partially acetylated -(134)-
D-gluco-oligosaccharides has also been reported (23, 24).
Since the position of the O-methylation on the oligosaccha-
ride acceptor was dependent on its degree of acetylation, it
was suggested that acylation and O-methylation occurred
together during the biosynthesis of the lipopolysaccharide,
the former process exerting a control on the latter. The char-
acterization of weakly acidic and partially O-methylated
methylglucosyl-containing polysaccharide precursors from
M. smegmatis led Kamisango et al. (25) to propose a model
for the biosynthesis of MGLP in which the elongation of the
chain proceeds stepwise, from the reducing end toward the
nonreducing end, through a sequential glucosylation-meth-
ylation reaction. Although at least one -(134)-glucosyl-
transferase is expected to be required for the elongation of
the glucan backbone of MGLP, no such enzymatic activity
had been reported.
Since these early studies, and despite the important roles
PMPS might play in the regulation of fatty acid metabolism in
mycobacteria, the biosynthesis of
PMPS had not been reinvestigated
in the postgenomic era.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Construction of the M. tubercu-
losis and M. smegmatis Glucosyl-
transferase and Methyltransferase
Mutants—The ts-sacB method (26)
was used to achieve allelic replace-
ment at the Rv3032 locus of M.
tuberculosis (ATCC number 25618)
and at theMSMEG2349 locus ofM.
smegmatismc2155. TheM. tubercu-
losis Rv3032 gene and flanking
regions was PCR-amplified fromM.
tuberculosis H37Rv genomic DNA
using primers Rv3032.1 (5-gggctgc-
agatcgccggcgcgctggcc-3)/Rv3032.2
(5-tgagccatgtcgcctccctgg-3), and a
disrupted allele, Rv3032::kan, was
obtained by inserting the kanamy-
cin resistance cassette from pUC4K
(Amersham Biosciences) into the
SmaI restriction site of Rv3032.
Rv3032::kanwas then cloned into the
NotI-cut and blunt-ended pPR27-
xylE (26) to obtain pPR27Rv3032KX,
the construct used for allelic
replacement inM. tuberculosis. The
M. smegmatis MSMEG2349 gene
and flanking regions was PCR-am-
plified using the primers Ms3030f
(5-cacgttctgagcaacctacacc-3) and
Ms3030r (5-tgatcagatgggaacggc-
cctcgg-3). A disrupted copy of MSMEG2349 was obtained by
substituting 152 bp of the coding region of this gene bracketed
between two SalI sites by the Kan cassette from pUC4K.
MSMEG2349::kan was then cloned into the XbaI-cut pJQ200-
xylE, yielding pJQMSMEG2349KX.
Overexpression of Rv3032 in M. smegmatis and Complemen-
tation Studies—The entire coding sequence of Rv3032 was
PCR-amplified from M. tuberculosis H37Rv genomic DNA
using the primers Rv3032.3 (5-gcgcgcgcatatgaggatcctcatggt-
gtcgtg-3) and Rv3032.4 (5-gggaagcttccgatcgggaagagcgtgctc-
3) and cloned into the NdeI and HindIII restriction sites of the
expression vector pVV16 (27), yielding pVVRv3032. The pro-
duction of recombinant Rv3032 protein in M. smegmatis and
M. tuberculosis was analyzed by immunoblotting with the
monoclonal Penta-His antibody fromQiagen as described pre-
viously (27).
Whole Cell Radiolabeling Experiments—Radiolabeling of
whole M. smegmatis and M. tuberculosis cells with [1,2-
14C]acetic acid (0.5 Ci ml1; specific activity, 113 Ci mol1,
MP Biomedicals Inc.) was performed at 37 °C in 7H9-ADC-
Tween 80 broth for 14 h with shaking. Radiolabeling with
[methyl-14C]L-methionine (0.5Ciml1; specific activity, 68Ci
FIGURE 1. Structures of the mycobacterial PMPS. A, the MMP from M. smegmatis is shown. They are
composed of 10–13 (n 10–13) -(134)-linked 3-O-methyl-D-mannoses terminated at the nonreducing
end by a single -(134)-linked unmethylated D-mannose and at the reducing end by an -methyl agly-
con. MMP occur in the cells as a mixture of at least four isomers due to differences in size and degree of
O-methylation. B, MGLP fromM. bovis BCG. MGLP are composed of 10 -(134)-linked 6-O-methylglucosyl
residues with a nonreducing end made of the tetrasaccharide 3-O-methyl-D-Glcp-(-(134)-D-Glcp)3-
(13. The tetrasaccharide34)-(-(134)-D-Glcp)3-(136)-D-Glcp-(13 linked to the position 2 of D-gly-
ceric acid constitutes the reducing end of the molecule. Position 3 of the second and fourth -D-Glcp
residues (closest to the reducing end) are substituted by single -D-Glcp residues. The nonreducing end of
the polymer is acylated by a combination of acetate, propionate, and isobutyrate (F), whereas octanoate
(f) esterifies position 1 of glyceric acid and 0–3 succinate groups () esterify the Glc residues of the
reducing end. MGLP occurs as a mixture of four main components that differ in their content of esterified
succinic acid.
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mol1; MP Biomedicals Inc.) was performed at 37 °C in Sauton
medium for 48 h (M. tuberculosis) or 24 h (M. smegmatis).
Preparation, Purification, and Analysis of MGLP—For the
preparation of PMPS from cold or radiolabeled cultures, M.
smegmatis andM. tuberculosiswere grown in Sauton’smedium
as surface pellicles. Total lipids and PMPS were extracted with
chloroform/methanol (1:2) followed by two other extractions
with chloroform/methanol (2:1). The pooled and dried organic
extracts were then partitioned between chloroform and water
(1:1), and theMGLP andMMP contained in the aqueous phase
were further purified by reverse phase chromatography on Sep-
Pak Plus tC18 columns (Waters). Fractions were eluted with
increasing concentrations of methanol in water, and the MMP
and MGLP content of each fraction was determined by TLC
and gas chromatography analysis of alditol acetates derived
from these fractions (28). TLC analyses were performed on alu-
minum-backed silica gel 60-precoated plates F254 (Merck)
using chloroform/methanol/water (56:38:10) as the eluent.
PMPSwere recovered in the fractions elutedwith 40 and 70%
methanol in water in which they were estimated to be 75–90%
pure (supplemental Fig. 1). Dry MGLP were deacylated in 1 M
NaOH at 37 °C for 3 h, yieldingMGP. Themixture was neutral-
ized with 0.2 M HCl and desalted using reverse phase SepPak
Plus tC18 (Waters) chromatography as described above.
Matrix-assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight
(MALDI-TOF) Mass Spectrometry (MS) analysis of purified
MGLP, MGP, and MMP samples was performed on a 4700
Proteomics Analyzer MALDI TOF/TOF system (Applied Bio-
systems, Framingham, MA) equipped with a pulsed Nd:YAG
laser emitting at 355 nm and operating at 200 Hz. Typically, 0.3
l of the sample in water was mixed with 0.3 l of matrix solu-
tion (2-(4-hydroxyphenylazo)benzoic acid at a concentration of
10 mg ml1 in ethanol/water (1:1)) directly onto the target
plate. All samples were analyzed in reflector mode using both
positive and negative ion detection. Final spectra were obtained
by accumulating 2,500 subspectra generated by 250 laser pulses
on 10 distinct areas of the dried droplet and calibrated using the
instrument’s external calibration procedure.
Analysis of Glycogen and Glucan—For the analysis of glyco-
gen and -D-glucan,M. tuberculosis strains were grown in Sau-
ton’s medium as surface pellicles. High molecular weight car-
bohydrates and proteins were precipitated from 10-fold
concentrated culture filtrates with six volumes of cold ethanol
overnight at 4 °C, as described (29). Precipitates were recovered
by centrifugation at 14,000  g for 1 h, dissolved in distilled
water, dialyzed for 1 day against water to eliminate traces of
salts and glycerol, lyophilized, and weighted. The extracellular
-D-glucan content was determined by gas chromatography of
sugar derivatives resulting from the acid hydrolysis of the
lyophilized macromolecules. Further purification of -D-glu-
can was carried out by anion-exchange chromatography on a
DEAE-trisacryl gel, and the neutral fractions were rechromato-
graphed on a Bio-Gel P-60 column, as previously described
(30).
For the purification of glycogen, heat-killed cells were
weighted, suspended in water, and centrifuged twice at 1,100
g for 15 min to remove loosely attached compounds, among
them the extracellular-D-glucan.Washed cells were broken in
a French press at 140 bars to liberate the intracellular glycogen.
The material was centrifuged at 1,100 g for 30 min to elimi-
nate nonbroken cells, and the supernatant was recentrifuged at
27,000  g for 15 min to remove cell walls. Glycogen was
extracted as described (31) with only minor modifications.
RESULTS
Identification of a Cluster of Genes Potentially Involved in the
Synthesis of MGLP—Glucosyltransferase(s) likely to be
involved in the elongation of MGLP were searched within the
CAZy classification of glycosyltransferases (GTs) (Carbohy-
drate-Active enZymes; available on theWorldWideWeb). The
cytosolic localization of MGLP suggested that the glucosyl-
transferase(s) probably used ADP-D-Glc or UDP-D-Glc as
D-Glc donor. The fact that these lipopolysaccharides essentially
consist of -(134)-linked D-Glcp residues further suggested
that the glucosyltransferase(s) used a retaining type of catalytic
mechanism for sugar transfer, leading to a glycosidic bond in
-configuration. The CAZy GT-4 family is the largest family of
NDP-sugar-dependent retaining GTs. Enzymes from this fam-
ily carry a conservedmotif (D/E)X7E proposed to be involved in
the binding of the sugar-nucleotide donor. M. tuberculosis
H37Rv contains seven representatives of this family, among
which three (PimA, PimB, and MshA) have been functionally
characterized in mycobacteria or related species and shown to
participate in the biosynthesis of phosphatidylinositol manno-
sides, glycosylated diacylglycerols, and mycothiol (27, 32–34).
Among the four remaining GTs, Rv1212c and Rv3032 showed
the greatest level of sequence similarity with the glycogen syn-
thase from E. coli (GlgA) (46.7 and 46% similarity at the amino
acid level, respectively). Rv1212c is orthologous to the Coryne-
bacterium glutamicum glycogen synthase gene, glgA, with
which it shares 71.8% similarity (60.3% identity) at the amino
acid level (35). In contrast, no functional information was avail-
able for Rv3032. Interestingly, this gene displayed a limited dis-
tribution within prokaryotes, having orthologs only in myco-
bacterial spp. (M. tuberculosis H37Rv and CDC1551,M. bovis,
M. leprae, M. smegmatis, Mycobacterium avium, M. avium
subsp. paratuberculosis, Mycobacterium ulcerans, M. flave-
scens) and Nocardia farcinica. A closer examination of the
genomic region encompassing Rv3032 in M. tuberculosis
H37Rv revealed that, adjacent or in close vicinity to this puta-
tive glucosyltransferase gene, lay a putative acetyltransferase
gene (Rv3034c), two putative S-adenosyl-methionine-depend-
ent-methyltransferase genes (Rv3030 andRv3037c), and a puta-
tive -amylase/glucoside hydrolase/GH-57 family branching
enzyme gene (Rv3031) (Fig. 2). Given the likely involvement of
some if not all of these genes inMGLPbiosynthesis, effortswere
focused on this cluster of genes and, more particularly, on
Rv3032 and Rv3030.
Construction of M. smegmatis and M. tuberculosis Glucosyl-
transferase and Methyltransferase Knock-out Mutants and
Phenotypic Analyses—The putative glucosyltransferase gene,
Rv3032, and methyltransferase gene, MSMEG2349 (ortholo-
gous to Rv3030 ofM. tuberculosis), were disrupted by homolo-
gous recombination inM. tuberculosisH37Rv andM. smegma-
tis, respectively, using the ts-sacB method (26). Allelic
replacements at the Rv3032 and MSMEG2349 loci were con-
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firmed by Southern hybridization
(data not shown). Interestingly, the
growth of H37RvRv3032 was
slightly slower than that of wild-
type H37Rv in 7H9 broth at 37 °C
and completely abolished at a
higher temperature (39 °C) (sup-
plemental Fig. 2). Likewise, the
mc2MSMEG2349 mutant did
not grow at high temperature
(42 °C) in Sauton’s medium,
although its growth was compara-
ble with that of mc2155 at 30 and
37 °C in this medium (data not
shown). An analysis of the MGLP
content of thewild-type andmutant
strains upon metabolic labeling
with [methyl-14C]L-methionine re-
vealed that the amount of radioac-
tivity incorporated into the MGLP
of the H37RvRv3032 and
mc2MSMEG2349 mutants was
only 17 and 38%, respectively, of
that incorporated by their wild-type
parent (Figs. 3A and 4A). Compari-
son of the yields of MGLP from the
different strains also supported
these conclusions in that, depend-
ing on the growth phase, the
amounts of lipopolysaccharides
recovered from H37RvRv3032
were 20–60% less than that recov-
ered from wild-type M. tuber-
culosis H37Rv. Recovery from
mc2MSMEG2349 was signifi-
cantly less than that from wild-type
M. smegmatis. However, quantifica-
tion was not possible due to the
important amounts of MMP
co-eluting withMGLP in thisMyco-
bacterium species (see supplemen-
FIGURE2.Organizationof theMGLPgenecluster inM.tuberculosisH37Rv (M.tb) andM.smegmatismc2155 (M.smg).Rv3032/MSMEG2346, glucosyltransferase
genes; Rv3031/MSMEG2348, putative-amylase/glucoside hydrolase/GH-57 family branching enzyme genes; Rv3030/MSMEG2349, putative S-adenosylmethionine-
dependentmethyltransferase genes; Rv3034c, putative acetyltransferase gene (twoM. smegmatismc2155 orthologs of Rv3034c exist at a different location of
the chromosome,MSMEG6949 andMSMEG7005); Rv3037c/MSMEG2330, putative S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase gene. The genes
likely to be involved inMGLP synthesis are in black; genes of unknown function are indicated in hatched bars. InM. tuberculosis, the start codon of Rv3031
overlaps the stop codon of Rv3030, and Rv3031 and Rv3032 are separated by an intergenic region of 32 bp.
FIGURE 3.MGLP composition of the wild-type and Rv3032mutant strains ofM. tuberculosis H37Rv. A, TLC
analysis of the MGLP from wild-type H37Rv (1), H37RvRv3032 (2), and H37RvRv3032/pVVRv3032 (3). B, partial
highmass range (m/z 2750–3700)MALDImass spectra in the negative iondetectionmodeof the purifiedMGP
(deacylated MGLP) from the M. tuberculosis wild-type, mutant, and complemented mutant strains. All anno-
tatedpeaks correspond to [MH]pseudomolecular ionswith the exception of those labeledwithoneor two
asterisks attributed to [M 2H Na] and [M 3H 2Na] ions, respectively.
FIGURE 4.MGLP composition of the wild-type andMSMEG2349mutant strains ofM. smegmatis. A, TLC
analysis of the MGLP from mc2155 (1) and mc2MSMEG2349 (2). B, partial high mass range (m/z 2750–3700)
MALDI mass spectra in the negative ion detection mode of the purified MGP (deacylated MGLP) from theM.
smegmatiswild-type and mutant strains. All annotated peaks correspond to [M H] pseudomolecular ions
with the exception of those labeled with an asterisk attributed to [M 2H Na] ions.
MGLP Synthesis inM. tuberculosis
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tal Fig. 1). It is noteworthy that MMP could not be detected in
the extracts or in the purified PMPS fractions ofM. tuberculo-
sis, neither by MALDI-MS nor by TLC (supplemental Fig. 1).
Consistent with this observation, gas chromatography analyses
of the alditol acetates derived from purified PMPS revealed the
presence of 3-O-methylmannose in theO-methylated polysac-
charide fractions fromM. smegmatis but not in those fromM.
tuberculosis (strains H37Rv and Mt103) (data not shown).
Complementation of H37RvRv3032 with a wild-type copy
of Rv3032 carried by the multicopy plasmid pVVRv3032
restored the production of MGLP in the mutant, thereby con-
firming the involvement of Rv3032 in MGLP synthesis (Fig.
3A). Attempts to complement the mc2MSMEG2349 mutant
with Rv3030 from M. tuberculosis carried by the multicopy
expression plasmid pVV16 were not successful due to the
apparent toxic effect of overexpressing this gene inM. smegma-
tis. However, the fact that MSMEG2348 transcripts were
detected by reverse transcription-PCR in mc2MSMEG2349
(data not shown) suggests that inactivation of the methyltrans-
ferase gene, rather than a polar effect on the expression of the
downstream putative branching enzyme gene, is responsible
for the phenotype.
To further compare the nature of the MGLP produced by
the wild-type and mutant strains, PMPS were purified by
reverse phase chromatography, and the MGLP-containing
fractions, either native or deacylated, were analyzed by
MALDI-MS. The partial negative ion MALDI mass spectra
of the MGLP-containing fractions of H37Rv, H37RvRv3032,
and H37RvRv3032/pVVRv3032 are presented in supplemen-
tal Fig. 3. The mass spectrum of the MGLP from wild-type
H37Rv showed a group of intense ions between 3500 and 4000
atomic mass units, potentially attributable to MGLP [M 
Na] or [M  H  2Na] pseudomolecular ions. A similar
pattern was seen in the spectrum of the complemented mutant
but not in that of H37RvRv3032, in good agreement with the
quantification results presented above. Interpretation of these
clustered ions indicates that theymay result from the overlap of
ions differing by 162, 100, and 14 mass units reflecting, respec-
tively, the variability of MGLP structures in terms of their
degree of glycosylation, succinylation, acylation, and/or
O-methylation. Therefore, to best perceive and analyze poten-
tial qualitative differences in the oligosaccharide backbones of
the MGLP from the wild-type and mutant strains, the purified
MGLP-containing fractions were deacylated by alkali treat-
ment and reanalyzed by MALDI-MS. The MGP fraction of
wild-type H37Rv mainly showed two series of ions, separated
by 162 mass units and differing by 22 mass units attributable to
sodium adducts of pseudomolecular ions ofMGP (Fig. 3B). The
two most intense ions at m/z 3351 and m/z 3513 were respec-
tively assigned to the [M  H] pseudomolecular ions of
MGP19,12 and MGP20,12 (MGP containing 19 and 20 glucose
units, among which 12 areO-methylated). This attribution was
further confirmed by the fact that these ions were found,
respectively, at m/z 3397 and m/z 3559 ([M  H  2Na]) in
the MALDI mass spectrum run in the positive ion detection
mode (data not shown). This result thus confirmed that the
complexMGLP pattern described above resulted from variable
combinations of acylation of mainly two oligosaccharide back-
bones, MGP19,12 and MGP20,12, and, to a much lesser extent,
MGP20,11 and MGP20,13.
As shown in Figs. 3B and 4B, the disruptions of Rv3032 and
MSMEG2349 had significant impacts on the MGLP patterns
of M. tuberculosis and M. smegmatis. H37RvRv3032 accu-
mulated polysaccharidic compounds with lower masses,
consisting essentially of 17 Glc residues (MGP17,9, MGP17,10,
MGP17,11), with lesser quantities of MGP16,10, MGP18,10,
MGP18,11, MGP18,12, and MGP19,12. More glucosylated forms
of MGLP could not be detected in this strain. Complementa-
tion of the mutant partially restored MGP synthesis, resulting
in a clear shift of its MGP profile toward the mature forms of
these polysaccharides (MGP19,12 and MGP20,12) (Fig. 3B). MS
analysis of the MGP from the MSMEG2349 mutant also
revealed a shift in the types of MGP produced from the mature
to the less glycosylated forms of these molecules, with a clear
accumulation of MGP16,11 and MGP16,12 (m/z 2851 and m/z
2865, respectively) (Fig. 4B).
In conclusion, the analyses performed on the two mutant
strains indicate that Rv3032 in M. tuberculosis and
MSMEG2349 in M. smegmatis participate in the biosynthe-
sis of MGLP, although compensatory glucosyltransferase
and O-methyltransferase activities exist in these species,
allowing the knock-out mutants to produce residual quanti-
ties of glucosylated PMPS.
Disruption of Rv3032 Also Affects the Glycogen Content of M.
tuberculosis—The likely involvement of Rv3032 in the forma-
tion of -(134)-glucosidic bonds prompted us to further ana-
lyze the glycogen (36) and capsular -D-glucan (29) content of
H37RvRv3032. Analyses performed on two independent cul-
tures of M. tuberculosis wild-type and Rv3032 mutant strains
revealed an important decrease (44.5  9.0%) in the glycogen
content of the mutant relative to the wild-type strain. This
tendency was partially reversed upon complementation of the
mutant with pVVRv3032 (the glycogen content of the comple-
mented mutant was 74  0.6% of that of the wild-type strain).
To analyze the impact of the inactivation of Rv3032 on the
production of glucan, which represents the major extracellular
polysaccharide of M. tuberculosis (29), the ratios of Glc to the
monosaccharide constituents of the other extracellular
polysaccharides (i.e. arabinomannan and mannan) (29) (Glc
versus Ara  Man  Glc) were determined in the culture fil-
trates of three or four independent batches of the wild-type and
mutant strains. Very similar ratios were obtained (0.56  0.07
and 0.58  0.09, respectively) for the different batches and
strains, indicating that the synthesis of the capsular glucan was
unaffected in the mutant. This suggests either that Rv3032 is
not involved in the synthesis of the capsular polysaccharide or
that residual -(134)-glucosyltransferase activity (or activi-
ties) in the mutant cells is preferentially utilized to synthesize
glucan. The glycogen and glucan produced by the mutant were
otherwise structurally identical to those of M. tuberculosis
H37Rv as determined by 1H NMR analyses (data not shown).
Altogether, our results implicated Rv3032 in the synthesis of
two different -(134)-linked glucans in M. tuberculosis:
MGLP and glycogen.
Effect of Overexpressing Rv3032 inM. smegmatis—To further
study the role of Rv3032 in MGLP synthesis, we analyzed the
MGLP Synthesis inM. tuberculosis
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effects of overexpressing Rv3032 on the production of these
glycoconjugates in M. smegmatis. Transformation of mc2155
with pVVRv3032, the multicopy plasmid used in the comple-
mentation studies described above, resulted in the production
of a carboxyl-terminal hexahistidine-tagged recombinant
protein of the expected size (45 kDa) (data not shown).
TLC analyses of the MGLP contents from [methyl-14C]L-
methionine-labeled mc2155 and mc2155/pVVRv3032 cells
(Fig. 5A) revealed a clear increase in the synthesis of the
lipopolysaccharides in the overexpressor. Moreover, MALDI-MS
analyses of the purified MGP fractions from the same strains
indicated a stimulatory effect of the overexpression of Rv3032
on the synthesis of the most glucosylated (mature) forms of
MGLP (Fig. 5B).
These results, together with the fact that the inactivation of
Rv3032 inM. tuberculosis resulted in a general decrease in the
production of glycogen and all forms of MGLP, suggested that
Rv3032 is the main -(134)-glucosyltransferase responsible
for the elongation of the lipopolysaccharides. Supporting this
assumption, preliminary cell-free assays, which will be pre-
sented elsewhere, indicated that a purified recombinant formof
Rv3032 catalyzes in vitro the transfer of -(134)-linked Glc
residues from UDP-D-Glc onto short-chain gluco-oligosaccha-
rides, capsular -D-glucan and glycogen (data not shown).
DISCUSSION
The availability of a growing number of mycobacterial
genome sequences and the rapidly growing knowledge of the
processes underlying sugar transfer in these bacteria (37)
have opened the way to the elucidation of the biosynthetic
pathways of complex glycoconjugates in M. tuberculosis.
This work was undertaken with the aims of investigating the
biosynthetic pathway of MGLP. A cluster of genes relatively
conserved within the Mycobacterium genus was identified,
among which the glucosyltrans-
ferase geneRv3032 and the ortholog
of the O-methyltransferase gene
Rv3030 inM. smegmatis were stud-
ied. Also present within the gene
cluster is Rv3031, annotated as a
putative-amylase in the genomeof
M. tuberculosis H37Rv, Rv3034c,
annotated as a putative acetyltrans-
ferase, and Rv3037c, encoding a
putative S-adenosylmethionine-de-
pendent methyltransferase of un-
known function. Sequence similari-
ties between Rv3031 and a GH-57
family branching enzyme from
Thermococcus kodakaraensis (38)
suggest that this enzyme is involved
in generating the (136) glycosidic
bond linking the first and second
D-Glcp residues at the reducing end
of the molecule.
In M. tuberculosis, Rv3032 par-
ticipates in the production of gly-
cogen and MGLP. It also stimu-
lates the synthesis of MGLP when overexpressed in M.
smegmatis. The general decrease in all forms of MGLP that
followed the disruption of Rv3032 inM. tuberculosis and the
stimulatory effect the overexpression of Rv3032 had on the
production of mature MGLP in M. smegmatis strongly sug-
gest that Rv3032 is the main -(134)-glucosyltransferase
committed in the elongation of those lipopolysaccharides.
Likewise, the similar phenotype that arose from the genetic
disruption of MSMEG2349 in M. smegmatis suggests that
this gene encodes the mainO-methyltransferase of the path-
way (i.e. the one required for the 6-O-methylation of the
polysaccharide backbone of MGLP). Important information
derived from the analysis of theM. smegmatismutant is that
a defect in O-methylation abolishes MGLP synthesis. Thus,
despite both the -(134)-glucosyltransferase and the 6-O-
methyltransferase being active on unmethylated -(134)-D-
gluco-oligosaccharides in vitro (23–24), the elongation of
MGLP in whole bacterial cells appears to proceed with glu-
cosylation and O-methylation occurring hand in hand. This
observation is consistent with the biosynthetic model pro-
posed by Kamisango et al. (25) based on the structural anal-
ysis of MGLP precursors.
The residual quantities and types of MGLP found in
H37RvRv3032 and mc2MSMEG2349 imply that compensa-
tory glucosyltransferase and O-methyltransferase activities
exist allowing M. tuberculosis and M. smegmatis to synthesize
basal amounts of wild-type MGLP. According to our bioinfor-
matics analyses, an obvious -(134)-glucosyltransferase gene
candidate inM. tuberculosisH37Rv is Rv1212c, the ortholog of
the glycogen synthase gene fromCorynebacterium glutamicum
(35). Work is in progress in our laboratories to study the
involvement of this gene in glycogen and MGLP synthesis and
to generate a double Rv3032/Rv1212c knock-out mutant ofM.
tuberculosis.
FIGURE 5. Effect of overexpressing Rv3032 on the MGLP composition ofM. smegmatis. A, TLC analysis of
the MGLP from wild-type mc2155 (lane 1) and mc2155/pVVRv3032 (lane 2). B, MALDI mass spectra in the
positive ion detection mode of the purified MGP (deacylated MGLP) from M. smegmatis mc2155 and
mc2155/pVVRv3032.
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An intriguing preliminary observation that arose from our
study is the fact that, contrary toM. smegmatis,M. tuberculosis
(strains H37Rv and Mt103) does not produce detectable
amounts ofMMP.Althoughmore isolates will have to be tested
before a definitive conclusion can be drawn, these results and
the fact that MMP have so far only been reported in fast grow-
ing nonpathogenic species of mycobacteria (16) raise the inter-
esting possibility that mannosylated PMPS may not be pro-
duced by slow growing mycobacterial species.
Due to the existence of compensatory enzymatic activities
and to the dual involvement of Rv3032 in MGLP and glycogen
synthesis, it is at present not possible to draw any conclusions as
to the potential essentiality and physiological role(s) of MGLP
in mycobacteria. Answers to these questions will require the
construction of an M. tuberculosis mutant totally deficient in
their synthesis, a goal that is likely to be achievable through the
individual or combined inactivation of the branching enzyme,
O-methyltransferase and acetyltransferase genes, Rv3031,
Rv3030, Rv3037c, and Rv3034c.
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